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RÉSUMÉ
Le thymus, principal site de développement des lymphocytes T, subit une
involution reliée à l’âge. Alors qu’aucun autre site de maturation n’est capable de
peupler la périphérie d’une manière adéquate, la souris transgénique LckOM présente
cette qualité. Chez cette souris, la lymphopoïèse T prend place dans les ganglions et
offre une exportation T similaire à celle du thymus. La fonction des T LckOM est un
paramètre important à étudier pour savoir si ce développement peut remplacer celui
du thymus. Des expériences in vitro de stimulation avec un anti-TCR avec ou sans
costimulation et des immunisations in vivo ont été réalisées afin de répondre à celle
question. Les T LckOM, qui montrent un phénotype activé, prolifèrent plus
rapidement et présentent des fonctions effectrices plus prononcées que les T
thymiques. Mais un niveau élevé d’apoptose entrave ces capacités en induisant un
épuisement précoce des cellules. Ces études démontrent que le développement
intrathymique ne peut être remplacé, du moins par le modèle LckOM.
Mots clés
Lyrnphopoïèse T; thymus; prolifération; apoptose; immunisation; T CD4; T CD8;
ganglions.
ABSTRACT
The thymus, sole site of T lymphocyte developrnent, involutes in an age
dependent manner. While no other maturation site is able to populate adequately the
periphery, LckOM transgenic mouse possesses this quality. T lymphopoiesis in this
mouse takes place in the lymph node and aliows a T ccli export similar to that of the
thymus. The fimctionality ofthese ceils is an important parameter to study, in order to
know if this developrnent can replace the thymus’. In vitro stimulation with an anti
TCR with or without costimulation and in vivo immunizations have been performed
to answer this question. LckOM T celis, which present an activated phenotype,
proliferate more rapidly and show stronger effector fimctions than their thymic
counterparts. Unfortunately, a high apoptosis level impinges on this picture by
inducing premature cdl exhaustion. These studies demonstrate that intrathymic
development can flot be replaced.
Key words:
T lymphopoiesis; thymus; proliferation; apoptosis; immunization; CD4 T ccli; CD8 T
ccli; Iymph nodes.
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LISTE DES ABRÉVIATIONS
AICD = activation-induced celi death, mort induite par activation
ARNm ARN messager
132m f32-microglobuline
CFSE = carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester
CMH = complexe majeur d’histocompatibilité
CPA = cellule présentatrice d’antigène
CTL = cytotoxic T lymphocyte, lymphocyte T CD$ activé
DN = lymphocyte T double négatif, donc CD4CD8
+ +DP = lymphocyte T double positif, donc CD4 CD8
FasL Fas ligand
GFP = green fluorescence protein
HEV high endothelial venules, veinules edothéliales
IEL = intra-epithelial lymphocyte, lymphocyte T infra-épithélial
IFN = interferon
IL interleukine
LCMV virus de la chorioméningite lymphocytaire
UF = leukemia inhibitory factor
NKT lymphocyte T NK1.1
0M oncostatin M
SP = lymphocyte T simple positif, donc soit CD4, soit CD8
SVF = sérum de veau foetal
TCR T ceil receptor ou récepteur des lymphocytes T
Th = T helper, lymphocyte T CD4 activé
TMC lymphocytes T mémoires centraux
TME lymphocytes T mémoires effecteurs
VSV = vesicular stomatitis virus
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INTRODUCTION
Le thymus, organe principal de la lymphopoïèse T, subit une involution reliée
à l’âge de l’organisme. Cette involution est accompagnée d’une réduction de l’aire
thymique où prend place la thymopoïèse. Cette partie est graduellement remplacée
par du tissu adipeux formé dans l’espace pénvasculaire non épithélial . La principale
conséquence de ce phénomène est la diminution de l’exportation de lymphocytes T
matures nouvellement formés.
Le répertoire T périphérique est constitué d’une population de cellules T
naïves et d’une population de cellules T mémoires dont l’homéostasie est régulée de
façon indépendante permettant de maintenir un répertoire diversifié au maximum 2;3
Si l’homéostasie des cellules T mémoires est régulée par l’expansion homéostatique,
celle des lymphocytes T naïfs est maintenue par un export thymique continu et la
compétition pour les facteurs de survie et de croissance 36•
Plusieurs études montrent que l’export thymique de lymphocytes T
nouvellement formés est indépendant: 1) de la taille du compartiment périphérique
4;7;8, 2) du ratio CD4/CD8 périphérique , 3) du nombre ou de la taille de thymus
présents dans l’organisme , 4) du niveau de lymphocytes T exportés circulant en
périphérie ‘. Par conséquent, une baisse du répertoire naïf périphérique n’aura aucune
influence sur l’export de cellules T du thymus.
Donc, l’involution thymique a une conséquence négative directe sur la
diversité du répertoire en périphérie en diminuant sa diversité. Ceci entraîne une
augmentation de l’incidence d’infections et de maladies chez les individus âgés
(cancers et maladies auto-immunitaires) .
Bien que l’existence d’une lymphopoïèse T extrathymique ait été montrée
lO;l l,
cette production lymphocytaire est malheureusement insuffisante et incapable de
compenser l’involution thymique .
L’oncostatin M (0M) est une cytokine pléiotropique appartenant à la famille
de l’IL-6. Elle est principalement produite par les lymphocytes T activés et les
macrophages et est reconnue pour avoir une action anti-inflammatoire 12 Chez la
souris, l’exposition chronique à cette cytokine entraîne un changement drastique des
2ganglions lymphatiques tant au niveau foetal que chez l’adulte: les ganglions sont
transformés en organes lymphoïdes de type primaire capables de supporter le
développement des lymphocytes T, et de permettre l’exportation suffisante de ces
cellules afin de peupler les organes lymphoïdes secondaires, tout ceci d’une façon
similaire à celle d’un thymus 13;14
La souris transgénique LckOM est une souris dans laquelle le gène bovin de
l’OM a été inséré sous l’influence du promoteur proximal du gène p56 dans des
thymocytes 13 Ces souris sont caractérisées, premièrement, par une hypoplasie
thymique accompagnée d’un très faible nombre de lymphocytes T immatures et une
accumulation de lymphocytes B, suggérant que le thymus, dans ce cas-ci, ne supporte
pas le développement des lymphocytes T. Deuxièmement, la cellularité des ganglions
d’une souris LckOM de 12 semaines est 30 fois celle d’une souris contrôle (souris
B6). Ceci est principalement causé par une accumulation massive de lymphocytes
double-positifs (DP) CD4CD8. La rate de ces souris montre aussi une
hypercellularité par rapport aux souris contrôles, due essentiellement à une
accumulation de lymphocytes B. Seule une très faible augmentation de lymphocytes
DP dans la rate a été notée. Toutes ces observations montrent que, dans la souris
LckOM, les ganglions constituent les sites de développement des lymphocytes T 14
Les lymphocytes T matures, chez la souris LckOM, montrent aussi un
phénotype particulier. La plupart des T CD4 sont 44high CD45RBlOV, CD62Lb0,
IL-2R3°’, phénotype correspondant à celui des lymphocytes T après engagement du
TCR par un antigène du soi ou étranger. La grande majorité des T CD8 est CD44”,
CD45RBh, 62hlgh J.2high 14 Ce phénotype est similaire à celui trouvé sur
des lymphocytes T mémoires réexprimant le CD62L 14 ou à celui de lymphocytes T
provenant d’une expansion homéostatique 15
Outre ces caractéristiques particulières et impressionnantes, une question
importante doit être élucidée afin d’établir si le modèle LckOM peut être le point de
départ de la mise en place d’un traitement visant à compenser l’involution thymique.
En effet, il est nécessaire de savoir si les lymphocytes T extrathymiques produits sous
l’effet de l’OM sont fonctionnels. Plus spécifiquement, ce travail vise à répondre aux
questions suivantes: est-ce-que les lymphocytes T extrathymiques produits sous
3l’influence de l’OM sont capables de proliférer suite à un engagement du 1CR in
vitro? est-ce-que la prolifération de ces lymphocytes permet d’obtenir des effecteurs
au même titre que celle de cellule T d’origine thymique? la réponse des lymphocytes
T extrathymiques à une immunisation in vivo est-elle aussi efficace que celle de leur
contre-partie thymique?
REVUE DE LA LITTÉRATURE
I. Les lymphocytes T conventionnels
A. Le développement
Les premières expériences démontrant le rôle crucial du thymus dans le
développement du système immunitaire ont été réalisées dans le début des années
1960. En effet, la thymectomie chez des souris entraîne une déficience en
lymphocytes et une grande susceptibilité aux infections. C’est dans cet organe que
prend place le développement des lymphocytes T 16
Les progéniteurs qui donneront naissance aux cellules T sont formés dans la
moelle osseuse puis migrent jusqu’au thymus via le sang. Une fois dans le thymus, les
cellules souches se commettent à la lignée T sous l’influence de différents signaux du
microenvironnement thymique. Trois étapes majeures, caractérisées par l’expression
des co-récepteurs CD4 et CD8, sont nécessaires pour l’obtention de lymphocytes T
matures naïfs capables de générer une réponse contre des pathogènes 31617rn
Le premier stade est celui des cellules CD4CD8, dites double négatives
(DN). Ces cellules subissent un réarrangement génétique afin d’exprimer le récepteur
des lymphocytes T (TCR). Ce réarrangement passe d’abord par l’expression de la
chaîne f3 du TCR, testée en association avec le pré-TŒ. Cette étape, la f3-sélection,
permet d’initier le réarrangement de la chaîne Œ du TCR et d’exprimer les co
récepteurs CD4 et CD8, après une vague de prolifération des DN dépendante de
l’interleuldne (IL) —7 31618• À ce moment là, les DN se différencient en lymphocytes
CD4CD$ ou double positifs (DP) 3;16,t7
La deuxième étape se caractérise par la sélection du TCR exprimé par les DP,
et permet d’obtenir des lymphocytes T matures capables de reconnaître les antigènes
étrangers sans réagir avec les antigènes du soi (tolérance du soi). À cet effet, les DP
sont sujets à des événements sévères de sélections positive et négative afin que seules
les cellules ayant un TCR avec le potentiel de reconnaître des peptides étrangers dans
5le contexte de complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) du soi seront amenées à
se différencier 16
La dernière étape est la différenciation des DP en lymphocytes T CD4 ou
CD$, nommés aussi lymphocytes simple positifs ($P). Ces cellules sortiront du
thymus pour migrer en périphérie où ils formeront le compartiment de lymphocytes T
naïfs.
B. La sélection du répertoire lymphocytaire T
j. La voie traditionnelle
La sélection du TCR présent sur les lymphocytes T est un phénomène
complexe qui permet la génération d’un répertoire T capables de réagir en présence
d’un antigène étranger sans endommager l’hôte en reconnaissant les peptides
antigéniques du soi 19 Elle se produit par l’interaction du TCR avec un complexe
peptide du soi/CMH exprimé à la surface des cellules stromales du thymus et décide
du devenir des DP. Deux types de sélection des DP prennent place dans le thymus la
sélection positive et la sélection négative. Ces deux événements se produisent en
fonction de la force d’interaction entre le TCR et le complexe peptide/CMH 16;17
La sélection positive permet, tout d’abord, la restriction du CMH. En effet, les
DP dont le TCR est incapable d’interagir avec le CMH des cellules épithéliales
thymiques seront éliminées par négligence. Près de 90% des DP vont être éliminés de
cette manière et seulement 5% se différencieront en 3;16;17 Afin d’optimiser les
opportunités de sélection positive, les DP subissent un intense réarrangement de la
chaîne Œ du TCR 3;16 La sélection positive permet aussi de décider du devenir des
lymphocytes DP, en ce sens qu’ils n’exprimeront que le co-récepteur CD4 ou CD8
selon que la liaison via le TCR s’est produite sur un CMH de classe II ou de classe I,
respectivement 3; 17
La sélection négative des DP se produit lors d’une forte interaction entre le
TCR et le complexe peptide/CMH présent sur les cellules dendritiques thymiques
63;16,20 Elle peut avoir lieu à différents stades de maturation des lymphocytes T et
permet l’élimination des cellules autoréactives par apoptose, apportant ainsi la
tolérance du soi 21;22
ii. La voie alternative
La sélection positive des DP est médiée principalement par les cellules
épithéliales corticales thymiques. Ces dernières permettent de donner les signaux
adéquats, par des interactions soutenues, aux lymphocytes T en développement pour
leur maturation 16
Par contre, il a récemment été établi que les cellules hématopoïétiques dans le
thymus pouvaient diriger la sélection positive des lymphocytes T CD8: les cellules
T résultant d’une telle sélection sont fonctionnelles et ont un phénotype similaire à
celui de lymphocytes ayant subit leur sélection positive sur des cellules épithéliales
corticales 23;24 De plus, tout dernièrement, une étude chez des souris chimères
tétraparentales a permis de montrer que des lymphocytes T, dont la sélection positive
a été médiée par des cellules non-épithéliales thymiques, étaient capables de générer
une réponse antivirale efficace et protectrice. Ces expériences prouvent que des
cellules autres que les cellules épithéliales thymiques sont efficaces pour sélectionner
un répertoire T mature et fonctionnel 25
C. Le répertoire T périphérique
i. Les lymphocytes T naïfs
Une fois la maturation complétée, les progéniteurs T sont devenus des
lymphocytes T $P CD4 ou CD$ matures mais naïfs, en ce sens qu’ils n’ont pas
encore rencontré l’antigène étranger pour lequel ils sont spécifiques. À ce stade, les
lymphocytes T vont alors quitter le thymus et entrer dans la circulation pour atteindre
les différents organes lymphoïdes secondaires, tels la rate et les ganglions .
7Les lymphocytes T naïfs sont des cellules au repos 2 qui recirculent
continuellement du sang à la lymphe en passant par les zones T spécialisées des
organes lymphoïdes secondaires dans l’attente d’une rencontre avec un antigène
étranger 26 L’entrée dans les divers organes secondaires se produit soit de façon non-
spécifique pour la rate, soit de façon très spécialisée pour les ganglions lymphatiques,
via les veinules endothéliales (HEV) et grâce à des récepteurs exprimés par les
cellules T (CCR7 et CD62L) 27
Une fois dans les organes secondaires, les lymphocytes T vont recevoir deux
types de signaux. Le premier type est le signal de survie qui a lieu en tout temps et
permet aux lymphocytes T de continuer à circuler à travers tout l’organisme. Il se
produit grâce à l’interaction entre le CMH exprimé par les cellules présentatrices
d’antigènes (CPA) et le TCR 2;26;28-33 et implique aussi la présence de différentes
cytokines, en particulier l’IL-7 3;26;33-36
Le deuxième type est le signal d’activation dont il sera question plus bas. Sans
ce dernier, les lymphocytes T ont un taux de prolifération faible et une durée de vie
relativement longue qui est de l’ordre de mois
ii. Les lymphocytes T mémoires
Suite à une activation, une partie des lymphocytes T naïfs qui auront proliféré
vont survivre et se différencier en cellules mémoires. Ces changements impliquent
l’expression non seulement de marqueurs de surface : les CD4 mémoires sont
3840 et les CD8 mémoires
3939;
mais aussi de gènes permettant aux
lymphocytes mémoires de répondre plus rapidement à une deuxième rencontre avec
l’antigène4 .
L’existence de deux populations de lymphocytes T mémoires a récemment été
montrée les lymphocytes T mémoires effecteurs (IME) et les lymphocytes T
mémoires centraux (TMc). Les premiers se retrouvent principalement dans les organes
non-lymphoïdes tels que la peau, les poumons ou les intestins, alors que les derniers
ont un patron de migration relativement similaire à celui des lymphocytes naïfs 42-46
8En plus de leur site de résidence, les deux populations de cellules T mémoires
semblent avoir des fonctions effectrices différentes. En effet, les TME ont une activité
lytique directe ex vivo, produisent principalement de l’interferon (IFN)-y et se
divisent peu. Ils seraient responsables d’une réponse immédiate au site même
d’infection contre une deuxième attaque par un pathogène. Par contre, les TCM
produisent surtout de l’IL-2, ne montrent pas d’activité lytique directe ex vivo mais
prolifèrent rapidement après stimulation. Ils permettent de reconstituer plus
efficacement que les cellules T naïves la population de lymphocytes effecteurs afin
d’éliminer le pathogène d’une manière plus prompte 43;44;46,47•
La capacité des lymphocytes T mémoires à répondre rapidement et
efficacement contre une deuxième rencontre avec un pathogène est liée à des
changements qui ont lieu lors d’une première activation des cellules T naïves.
Comparés à ces derniers, les cellules mémoires expriment de façon constitutive
l’ARN messager (ARNm) de plusieurs molécules effectrices, tels l’IL-2 (CD4 et
CD$) 2838, l’IFN-y, Fas ligand (FasL), perforine et granzyme (CD8) 28;41 De plus, la
machinerie de signalisation menant à l’activation cellulaire est couplée à
l’engagement du TCR de façon beaucoup plus efficace chez les lymphocytes T
mémoires que chez les naïfs Enfin, l’expression de certains récepteurs à la surface
des cellules mémoires entraîne une migration rapide de celles-ci au site d’infection
41,49 Ceci permet donc aux lymphocytes T mémoires d’acquérir des fonctions
effectrices rapidement sans différenciation majeure préalable.
Alors que leur survie ne nécessite pas l’interaction TCR-CMH 328,
l’homéostasie des cellules T mémoires est régulée en grande partie par l’action de
cytokines. En effet, l’IL-15 est le principal facteur responsable de la survie et du taux
de prolifération des CD8 mémoires 26;33;50;51 Par contre, les facteurs régulant
l’homéostasie des CD4 mémoires sont encore peu connus.
9D. L’activation des lymphocytes T
L’activation d’un lymphocyte T naïf, suite à la rencontre avec un antigène
étranger, entrafne toute une cascade de changements internes qui permettent à la
cellule engagée de proliférer de façon intensive et de se différencier. Tout ceci a lieu
dans le seul but de répondre adéquatement au type de pathogène qui infecte l’hôte. En
effet, la réponse immunitaire sera dirigée différemment en fonction de l’agent
infectieux et de son mode de réplication.
i. Les mécanismes
La phase d’activation.
La présentation initiale de l’antigène étranger est apportée par les cellules
dendritiques qui représentent le meilleur activateur des lymphocytes T 41 En effet, les
cellules dendritiques immatures capturent l’antigène au site d’infection, le traitent
pour le présenter dans la niche des CMH et migrent jusqu’aux zones T des ganglions
lymphatiques les plus proches 27 Pour agir de façon optimale, les cellules
dendritiques ont besoins d’être activées car au repos, elles possèdent de faibles
niveaux de CMH et de molécules servant à la co-stimulation des cellules T à leur
surface. Les cytoldnes inflammatoires relâchées au site d’infection, et les produits
bactériens permettent de stimuler les cellules dendritiques augmentant ainsi
l’expression du CMH et des molécules de co-stimulation 52 De plus, les IFN, qui ont
une activité immunomodulatoire, régulent l’immunité innée et acquise en activant
l’expression du CMH sur les CPA
Dans les ganglions, la reconnaissance de l’antigène lié au CMH sur les
cellules dendritiques par le TCR des lymphocytes T circulant entraîne la séquestration
de ces derniers 26;27 Mais pour qu’une cellule T soit définitivement activée et
prolifère, il est nécessaire qu’elle reçoive un deuxième signal d’activation de la part
de la CPA. Celui-ci est apporté par les molécules de co-stimulation, tel le CD28 qui
reconnaît B7-1 ou B7-2 présents à la surface des cellules dendritiques activées 27;54
10
Cette interaction, en plus de fournir le deuxième signal nécessaire à l’engagement des
lymphocytes T, influence l’évolution de la réponse immunitaire .
La phase d’expansion.
L’activation adéquate des cellules T entraîne une cascade d’événements
intracellulaires qui mèneront dans un premier temps à l’expansion clonale des cellules
engagées, et dans un deuxième temps à la différenciation de celles-ci en effecteurs qui
migreront au site d’infection et élimineront le pathogène ‘.
Puisque très peu de lymphocytes T naïfs sont spécifiques pour un antigène
donné, la prolifération suite à une activation permet d’augmenter ce nombre d’une
manière considérable afin d’obtenir une réponse maximale contre le pathogène. En
effet, les cellules T engagées sont capables de subir une expansion de plus de 1000
fois en quelques jours 26 D’après certaines études récentes, les lymphocytes T CD8
n’auraient besoin que d’une brève stimulation (de l’ordre de quelques heures) pour
être engagés dans une phase d’expansion clonale intense, autonome et indépendante
de l’antigène qui ne peut être interrompue 5658• Bien que certaines expériences
montrent que cette prolifération est dépendante de l’IL-15 51, d’autres papiers
concernant la réponse des cellules T CD8 dans des souris déficientes en IL-15 ou en
son récepteur indiquent que cette cytokine ne serait pas essentielle 5960• De plus, à
tout le moins dans une infection contre Listeria monocytogenes, la phase d’expansion
serait dépendante de la dose d’infection initiale et du taux d’élimination du pathogène
61
Tel que mentionné plus haut, la phase d’expansion est accompagnée d’une
différenciation des lymphocytes T en cellules effectrices capables de produire toute
une panoplie de molécules nécessaires à la régulation de la réponse immunitaire. La
première cytoldne produite lors d’une réponse primaire est l’IL-2 (dans les premières
24 heures pour les CD4), et son récepteur est exprimé à la surface des cellules T dès
leur activation 38• L’IL-2 est sécrétée rapidement car, étant le principal facteur de
croissance des lymphocytes T, elle agit en stimulant l’expansion clonale de ces
dernières d’une manière autocrine et paracrine. Les différentes caractéristiques des
lymphocytes T effecteurs seront discutées plus bas.
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En acquérant leurs fonctions effectrices, les lymphocytes T activés
exprimeront plusieurs récepteurs nécessaires à leur dissémination à travers tout
l’organisme, en particulier le site d’infection, afin d’éliminer efficacement le
pathogène 62 Cette migration est médiée entre autre par des sélectines et d’autres
récepteurs (CCR5 et CCR2) nécessaires à l’entrée des cellules T dans les organes
non-lymphoïdes 4I ;63
La phase de contraction.
À la fin d’une réponse immunitaire et pour éviter toute surcharge inutile, la
majorité des lymphocytes T effecteurs sont éliminés par un processus d’apoptose “.
Cette mort cellulaire induite par l’activation (AICD) concerne 90% des effecteurs et
est médiée par la voie de Fas via la dissociation de c-FLIP, molécule d’inhibition de
l’apoptose. De plus, l’IL-2 apparaît être en partie responsable de la mort des
effecteurs 26 Le début et la cinétique de la phase de contraction des CD8 semblent
être indépendants de l’ampleur de la phase d’expansion ou de la dose de pathogène et
de la durée de l’infection 61
Par contre, si la majorité des cellules effectrices seront amenées à être
éliminées au terme d’une réponse immunitaire, une partie (environ 5 à 10% des
effecteurs au pic de la réponse) survivra pour constituer la population de lymphocytes
T mémoires spécifiques au pathogène 26;27 Celle-ci pourra, lors d’une deuxième
rencontre avec le pathogène, agir plus rapidement et efficacement que la population
de cellules T naïves.
ii. Les effecteurs T CD4
Les CD4, ou T helper (Th), sont d’importants producteurs de cytokines dont il
existe deux grandes familles qui se définissent principalement par la panoplie de
molécules qu’ils sécrètent.
Les Thi se développent généralement en présence d’IL-12. Les cytokines
qu’ils produisent sont surtout l’IL-2, l’IFN-y et la lymphotoxine. Ils favorisent
l’immunité dite cellulaire (cytotoxicité, T CD8) et phagocytique et induisent des
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réponses d’hypersensibilité de type retardée. De plus, ils seraient responsables de
pathologies autoimmunitaires 64;65
Pour leur part, les Th2 se développent surtout en présence d’IL-4. Ils sécrètent
principalement l’IL-4, l’IL-5, l’IL-lO et l’IL-13. Ils médient les réponses de type
humoral (production d’anticorps, cellules B), non-phagocytique et extra-cellulaire. Ils
auraient aussi un rôle dans les réponses allergiques directes et inflammatoires 64;65
La polarité des CD4 est un phénomène complexe et encore obscur. Par contre,
la durée de stimulation du TCR semble jouer un rôle crucial en influençant la réponse
aux cytoldnes polarisantes et en permettant aux cellules d’acquérir leurs fonctions
effectrices 66 De plus, le cycle cellulaire apparaît être un facteur important pour
l’expression de certaines cytokines. En effet, l’expression de l’IFN-y augmente avec
le nombre de divisions cellulaires, alors qu’un seuil de trois divisions est requis pour
l’IL-4. En outre, l’entrée dans le cycle cellulaire est nécessaire pour l’expression tant
d’IFN-y que d’IL-4 65
iii. Les effecteurs T CD8
Les lymphocytes T CD8 (CTL) sont, pour leur part, principalement
cytotoxiques : une fois activés, ils éliminent les cellules infectées en induisant leur
apoptose. Deux grandes voies sont utilisées pour cette tâche: la voie des perforine
granzyme et la voie de Fas/FasL, qui 67
Pendant leur différenciation en effecteurs, les CD8 acquièrent les capacités de
lyser les cellules infectées : des granules contenant les molécules d’apoptose sont
accumulés dans le cytoplasme des CTL prêts à être utilisés. Lors de l’engagement du
récepteur en reconnaissant une cellule infectée, les CTL réorientent ces granules vers
la région d’activation et relâchent leur contenu dans la région de contact avec la
cellule cible. Une des molécules libérées est la perforine. Celle-ci, en présence de
calcium, se polymérise sur la membrane cible et forme une structure en anneau
contenant un pore central à travers lequel d’autres enzymes pourront passer 67 Parmi
les autres molécules relâchées se trouvent les granzymes, dont la plus connue est la
granzyme B. Cette dernière entre dans la cellule cible, apparemment grâce à un
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récepteur spécifique, et active certaines caspases amenant ainsi l’activation de la
cascade apoptotique cellulaire et la mort de la cellule infectée 68• La voie des
perforine/granzyme est la plus utilisée par les CTL et a un rôle majeur dans
l’élimination de virus 69
Après activation et différenciation en effecteurs, les lymphocytes T CD8
expriment les molécules adéquates nécessaires à la voie de Fas/FasL. Celles-ci sont
les ligands de la famille des TNF qui, après chaque utilisation par les CTL, doivent
être synthétisés de nouveau. Lorsque déclenchée, cette voie mène à l’activation des
caspases grâce au récepteur fas qui, exprimé par la cellule cible, se dissocie de la
molécule c-FLIP (inhibiteur d’apoptose) 67 La voie de Fas/FasL aurait un rôle dans la
régulation de la réponse immunitaire 69
iv. La prolifération homéostatique
Les lymphocytes T naïfs peuvent aussi être stimulés en absence d’antigène
étranger. En effet, dans des conditions de lymphopénie, les cellules T sont amenées à
proliférer lentement et à acquérir des caractéristiques similaires à celles des
lymphocytes T mémoires sans la transition en effecteurs 153370•
Cette prolifération s’accompagne d’un changement du phénotype des
lymphocytes T naïfs: augmentation du CD44, du CD 122 et du Ly6C et diminution
du CD45RB 15;33;70 Par contre, les marqueurs précoces d’activation ne sont pas sur-
exprimés comme dans le cas d’une activation par un antigène étranger (T effecteurs)
70
De plus, les cellules T ayant subit une prolifération homéostatique acquièrent
des fonctions effectrices semblables à celles des lymphocytes T mémoires. Ils
répondent à une stimulation par un antigène étranger plus promptement que les
cellules T naïves, acquièrent le pouvoir de sécréter rapidement de l’IFN-y et montrent
des fonctions cytotoxiques 153370•
Cette prolifération nécessite les mêmes signaux qui permettent la survie des
lymphocytes T naïfs dans une situation normale: 1’ interaction du TCR avec les
peptides du soi liés aux CMH des CPA 70 et la présence d’IL..7 35;36 En outre, les co
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récepteurs CD4 et CD8 semblent contribuer à l’expansion homéostatique des
lymphocytes T naïfs
E. La régulation du répertoire périphérique
Le compartiment T périphérique est constitué de lymphocytes T naïfs et
mémoires, dont l’homéostasie est régulée de façon indépendante. En effet, les
premiers sont dépendants de l’exportation de lymphocytes T nouvellement formés
dans le thymus, alors que les seconds sont régulés par leur taux de prolifération 3;4;6•
Cette division du compartiment T périphérique en deux populations distinctes dont la
régulation est indépendante permet le maintien de la diversité du répertoire T 2;3
Par contre, la population naïve résidant en périphérie et les lymphocytes T
nouvellement exportés du thymus semblent compétitionner pour les mêmes niches,
puisque, dans une étude sur des chimères hématopoïétiques, il a été montré que
l’exportation de cellules T du thymus s’accompagne d’un déclin graduel des cellules
T naïves périphériques résidantes . Ceci entraîne une substitution au hasard des
lymphocytes T naïfs en périphérie. La principale conséquence de ce phénomène est
l’obtention d’un répertoire de cellules T naïves plus diversifié, permettant, d’une part,
de répondre à un spectre plus large de pathogènes, et d’autre part, de maintenir le
niveau de lymphocytes T autoréactifs au minimum .
II. Les autres types de lymphocytes T
A. Les lymphocytes T classe-lb restreints
Parmi les lymphocytes sélectionnés dans le thymus, il existe une population
de lymphocytes T restreinte aux CMH de classe lb (les CD8 conventionnels sont
sélectionnés par les CMH de classe la). Cette classe comprend, chez la souris, les
molécules H2-M3, Qa-l, Qa-2 et CDYd, et chez l’humain, les molécules HLA-E,
HLA-F, HLA-G, CD1a et CD1d. Une des principales différences des CMH-Ib par
rapport aux CMH-Ia est leur polymorphisme limité
Les CD8 sélectionnés sur les CMH-Ib présentent un phénotype activé même
dans une souris non-infectée. En effet, ces cellules sont
CD44hCDl22Ly6ChCD1la 71 Ce phénotype serait dû aux particularités de
leur développement intrathymique: dans une étude réalisée avec des chimères
hématopoïétiques, il a été montré que, lorsque sélectionnés par des cellules
hématopoïétiques, les CD$ CMH-Ib restreints présentaient un phénotype plus activés
que lorsque la sélection a lieu sur des cellules non-hématopoïétiques 71 De plus,
comparés aux CD8 CMH-Ia restreints, ces lymphocytes sont sélectionnés par des
cellules hématopoïétiques d’une manière efficace (au moins pour les CD8 H2-M3) 71•
Les fonctions effectrices des CD$ CMH-Ib restreints diffèrent aussi de celles
des CD8 CMH-Ia restreints. En effet, lors d’une réponse contre Listeria
monocytogenes, le pic d’expansion des CD$ H2-M3 apparaît plus tôt que celui des
CD8 conventionnels 72 En outre, ces cellules sont capables de produire de l’IFN-y
très rapidement après stimulation in vivo avec de l’anti-CD3, ce qui activerait la voie
des Thi 71 Par contre, les CD$ CMH-Ib restreints participent de façon limitée à la
génération de la réponse mémoire, bien qu’ils soient aptes à apporter une protection
significative contre une infection subséquente 72•
Parmi les lymphocytes T restreints par le CMH-Ib, certains lymphocytes, les
NKT, expriment, en plus de molécules spécifiques à la lignée T, des marqueurs
retrouvés sur des cellules NK. Majoritairement CD4 ou DN, les NKT sont
principalement générés dans le thymus 7376 et leur répertoire est fortement
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sélectionné par sa spécificité pour le CD1 Le récepteur IL-2R13/IL-15RŒ
(CD 122) semble être essentiel pour le développement des NKT 50;75
Les NKT restreints par le CD 1 expriment une chaîne Œ du TCR invariable, la
VŒ14-JŒ2$1, le plus souvent associée avec le VJ3$ du TCRf3 . Leur phénotype
partage des caractéristiques à la fois de lymphocytes T mémoires
et de cellules NK (NK1.1mntCD122t). De plus,
presque tous les NKT sont TCRmt 73;75
Après stimulation, les NKT sécrètent de l’IfN-y et de 1’IL-4 73;78 De plus, ils
sont capables de fonctions cytolytiques via la voie de Fas/FasL Comme ils
expriment le CD28, leurs réponses peuvent être modulées par les molécules 37.
Enfin, les NKT sont reconnus pour être des immunomodulateurs grâce à la
production de cytoldnes et pour leur action anti-tumorale
B. Les lymphocytes T extrathymiques
Des études chez des souris nude, dont la génération des lymphocytes T
conventionnels dans le thymus est impossible, ont montré l’existence d’un
développement extrathymique des cellules T . Celui-ci prend place principalement
au niveau des ganglions mésentériques et dans une moindre mesure dans les intestins
80
Le processus de maturation des lymphocytes T extrathymiques est différent de
celui des lymphocytes conventionnels. En effet, dans une étude réalisée avec des
souris Rag-GFP (green fluorescence protein), dans laquelle les cellules
lymphopoïétiques immatures expriment fortement la GFP pour la perdre
progressivement au cours de leur développement, il a été montré que la lymphopoïèse
extrathymique semble être plus lente que sa contre-partie thymique (l’analyse des
différents stades de DN montrent l’accumulation de cellules moins différenciées dans
les ganglions mésentériques) et biaisée vers la synthèse de la chaîne y6 du TCR o. De
plus, dans cette même étude, la comparaison entre les DP et les $P thymiques et
extrathymiques montrent qu’avec l’âge, une accumulation de DP immatures et de $P
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dont le contenu en cellules GFP s’amenuise, a lieu dans les ganglions mésentériques,
laissant supposer que le passage de DP en SP est défectueux 80 Enfin, une expansion
des populations SP semble avoir lieu. Ceci est suggéré d’une part par le phénotype
activé des CD4 (CD45RBI0j et d’autre part par l’étude de la diversité du TCRI3 des
DP et des SP: alors que les premiers montrent un répertoire polyclonal, les derniers
ont un répertoire oligoclonal limité 80
Les lymphocytes T extrathymiques montrent un phénotype activé:
exprimant des niveaux intermédiaires de CD3
81-83 Ces cellules se retrouvent dans plusieurs organes dont le foie, la rate, les
ganglions, la moelle osseuse et le thymus 82•
Cette population particulière de lymphocytes prolifère en réponse à un anti
TCR 83 l’IL-2 ou l’IL-15 81 Après stimulation, ces cellules produisent de l’IFN-y
81;83
et sont capables d’activité cytotoxique médiée par Fas/FasL 82• De plus, lors
d’une infection par la malaria, les lymphocytes T extrathymiques vont subir une forte
expansion dans le foie et la rate et sont aptes, après transfert dans un hôte non
immunisé, à protéger contre une infection 82;84• Par contre, ces lymphocytes T
montrent une tendance plus forte à l’apoptose in vitro et in vivo 8185•
Au niveau de l’épithélium intestinal, il existe aussi une population particulière
de lymphocytes T: les cellules T intra-épithéliales ou IEL. Par contre, bien que
plusieurs études aient suggéré qu’une partie de ces derniers pouvait être générée en
absence du thymus 8689, leur origine est remise en question par des travaux récents.
Ces lymphocytes sont sujets à des mécanismes de sélection distincts de ceux
observés dans le thymus, bien que la reconnaissance d’un antigène du soi lié au CMH
soit nécessaire pour leur génération s. Tout d’abord, les IEL sont surtout sélectionnés
positivement par les antigènes du soi, plutôt que sélectionnés négativement. Ceci
entraîne la génération d’une forte population de lymphocytes T auto-réactifs 87-89 Par
contre, l’étude chez des souris chimères thymectomisées et irradiées montrent
l’existence d’une sélection négative lorsque la progression dans le développement
mène à l’expression d’un TCR fonctionnel Ensuite, la f32m est essentielle à la
génération des IEL mais, contrairement à celle des lymphocytes conventionnels, ne
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nécessite pas la protéine lck et le CMH de classe II. Enfin, la cinétique d’apparition
des IEL dépend du stade de développement de l’intestin 87
Différentes populations de lymphocytes sont retrouvées au niveau de
l’intestin. En effet, une majorité des TEL sont CD8 avec un TCRcq3 ou un TCRy
ayant un répertoire particulier et une minorité sont des DN. Par contre, contrairement
aux CD8 conventionnels qui sont CD8ŒI3, les IEL CD8 TCRc43 expriment le
CD8ŒŒ 89 Le patron de migration des IEL est différent de celui des T conventionnels
puisqu’ils ont un accès restreint aux organes lymphoïdes .
Au niveau de leurs fonctions, les IEL ont la capacité à promouvoir un
changement isotypique des B pour favoriser la production d’anticorps IgA De plus,
ils sont cytolytiques et aptes à sécréter des cytoldnes. Enfin, les IEL y3 induisent la
guérison des blessures épithéliales via la production de facteurs de croissance des
fibroblastes et régulent la maturation et l’homéostasie de l’intestin
III. La souris transgénigue LckOM
A. L’oncostatin M et les membres de sa famille
i. Les propriétés des membres de la famille de l’IL-6
La famille de l’IL-6 comprend de nombreux facteurs de croissance dont l’IL
6, LIF (leukemia inhibitory factor) et l’oncostatin M (0M). Tous les membres de
cette famille utilisent un récepteur contenant la chaîne commune gpl3O. Les actions
de ces cytokines sont très diverses tant sur les systèmes immunitaire et
hématopoïétique que sur les systèmes nerveux central et cardiovasculaire90.
L’IL-6 stimule la maturation des lymphocytes B en plasmocytes. De plus, elle
a un effet sur la différenciation et la croissance des cellules T. Elle agit aussi au
niveau des macrophages, et d’autres types cellulaires n’appartenant pas au système
immunitaire 90• La souris double transgénique IL-6/sIL-6R montre une augmentation
marquée du poids du foie et de la rate causée par une prolifération extramédullafre
des cellules hématopoïétiques 91
LIF peut supprimer la différenciation des cellules souches embryonnaires
pluripotentes et reproduit de nombreuses actions de l’IL-6 90 LIF est produit par les
lymphocytes T activés et l’épithélium thymique. Une déficience en LIF chez la souris
entraîne une réduction du nombre de progéniteurs myéloïdes dans la rate et une
défectuosité de l’activation des lymphocytes T. Par contre, l’injection de forte dose de
LIF chez la souris mène à l’augmentation du nombre de mégakaryocytes spléniques
et à des niveaux élevés de plaquettes 92•
L’OM a été tout d’abord purifiée comme une protéine humaine pouvant
inhiber la prolifération de cellules provenant de tumeurs solides Par la suite, il a
été inclus parmi les cytokines puisqu’il est produit par des cellules hématopoïétiques
et régule une variété de processus telle l’expression d’autres lymphokines (IL-6 par
exemple) L’OM induit l’angiogénèse et a une activité anti-inflammatoire in vivo
sans causer d’ immunosuppression I 2
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ii. La souris LIF transgénigue
Dans la souris LIF transgénique, dans laquelle le gène LIF est ciblé par le
promoteur basal Pt (dérivé du gène de l’immunoglobuline ji humaine), l’expression
de LIF est surtout retrouvée dans les ganglions mésentériques et axillaires et dans une
moindre mesure dans le thymus, la rate et les poumons. Ce patron d’expression suit
de près la distribution tissulaire des lymphocytes T, en particulier les DP 92
La rate de telles souris montre une augmentation des mégakaryocytes de 2 à 3
fois ainsi qu’une prolifération des cellules stromales. L’architecture thymique est
perturbée. En effet, le thymus présente une sévère atrophie corticale avec apparition
de follicules B et absence marquée de DP. Les ganglions mésentériques et axillaires
montrent une accumulation marquée de DP avec une architecture ganglionnaire
conservée: présence de follicule B. Le nombre de lymphocytes T périphériques est
réduit, en particulier les CD4 92
Par contre, l’injection de KLH entraîne la production d’anticorps spécifiques
démontrant que les souris LIF transgéniques sont capables de générer une réponse
humorale 92
B. La souris LckOM
i. Le transgène
Le gène de l’OM bovin a été utilisé afin d’obtenir la souris LckOM. Celui-ci
est identique à 52% avec le gène de l’OM humain et partage un grand nombre de
caractéristiques avec ce dernier. Le gène bovin est capable de reconnaître le récepteur
spécifique de l’OM humain. La protéine bovine est, de plus, biologiquement active et
peut interagir avec les récepteurs composés de la sous-unité gpl3O de l’humain et de
la souris ‘.
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La souris LckOM a été obtenue en ciblant l’expression de l’OM bovin avec le
promoteur proximal du 561ck protéine tyrosine kinase de la voie de signalisation du
pré-TCR et du TCR 16 dans les cellules de la lignée T en voie de développement 13;94
ii. Les caractéristiques morphologiques
La souris LckOM est caractérisée par des changements dramatiques dans le
développement des organes lymphoïdes tant primaires que secondaires 94;96 Le
premier fait à noter est une spiénomégalie due principalement à l’accumulation de
lymphocytes B 14;94
Les jeunes souris LckOM présentent une hypoplasie thymique sévère avec un
très faible nombre de thymocytes immatures. La cellularité thymique augmente avec
l’âge, mais ceci est causé principalement par une accumulation de lymphocytes B 14
et dans une moindre mesure de cellules T dans un état activé 96• De plus,
l’architecture thymique des souris LckOM est perturbée: la démarcation cortico
médullaire est perdue ‘.
La cellularité des ganglions des souris transgéniques est augmentée de 30 fois
par rapport au contrôle. Ceci est dû principalement à une accumulation massive de
DP dont le nombre maximal est atteint à 12 semaines 14;94;96 Ces DP ont un
phénotype similaire à celui de DP retrouvés dans un thymus normal 96• Les ganglions
LckOM présentent aussi une ségrégation entre les zones T et B, tout comme ceux
d’une souris normale
iii. Le développement T
Les preuves d’un développement T extrathymique
Le transgène de l’OM cause, dans les ganglions, une accumulation dramatique
de DP dont le phénotype est semblable à celui de thymocytes:
Thy1+CD4+CD8a+8f3+CD3b0vHSA+; et présentant un répertoire TCR VF3 aussi divers
que leur contre-partie thymique montrant leur origine polyclonale. À 10 semaines
d’âge, la proportion des DP dans les ganglions mésentériques LckOM est de 80%, ce
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qui correspond à celle d’un thymus normal. De plus, l’ARN du pTŒ a été détecté dans
les ganglions transgéniques mais pas dans ceux d’une souris contrôle 13 De plus,
aucune accumulation notable de DP n’est observée dans les autres organes des souris
LckOM 14 Ceci montre que l’OM stimule le développement extrathymique des
lymphocytes T dans les ganglions d’une souris transgénique.
Un développement thymo-indépendant
La reconstitution de souris B6 nude irradiées avec de la moelle osseuse
LckOM déplétée en T entraîne l’apparition de cellules T en grand nombre dans les
ganglions mésentériques avec plus de 75% de DP et plus de 20 % de SP CD4 ou
CD$. Cette accumulation est absente lorsque les souris ont été reconstituées avec de
la moelle osseuse de souris non transgénique. L’indépendance du thymus pour le
développement extrathymique chez les souris LckOM a aussi été démontrée à l’aide
de souris thymectomisées 13
La régulation du développement T
Des expériences de croisement entre des souris LckOM et des souris
déficientes soit en IL-6, soit en IL-7RŒ ont montré que le développement T
extrathymique LckOM est indépendant de l’IL-6 mais que l’interaction IL-7/IL-7Ra
est essentielle 96•
Une étude histologique montre, qu’outre l’absence d’une démarcation cortico
médullaire et de cellules épithéliales, la principale caractéristique des ganglions
mésentériques LckOM est une angiogénèse majeure des HEV. De plus, l’angiogénèse
dépendante de COX-2 est déterminante pour le support du développement T
extrathymique LckOM
Des expériences comparatives entre le thymus B6 et les ganglions LckOM
montrent que l’expression de CCL2O est corrélée avec l’occurrence du
développement T: les transcrits de CCL2O sont présents à la fois dans le thymus B6
et les ganglions mésentériques LckOM mais absents des ganglions B6. Par contre, des
tests de compétition dans des receveurs thymectomisés et irradiés reconstitués avec
un mélange 50:50 de cellules de moelle osseuse réduites en cellules T provenant de
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souris CCR6 (OM) et de souris CCR6 (0M) montrent que l’interaction
CCL2O/CCR6 n’est pas importante pour l’initiation du développement T chez la
souris LckOM
La sélection du répertoire T
Les analyses du développement des lymphocytes T dans des chimères
hématopoïétiques ont montré que l’expression du CMH de classe I uniquement sur les
cellules hématopoïétiques est suffisante pour supporter la sélection positive d’un
répertoire diversifié de lymphocytes T CD8 LckOM. De plus, des études effectuées
avec des souris transgéniques pour un TCR donné indiquent que la sélection positive
ne suit pas les mêmes règles dans le thymus que dans les ganglions LckOM
l’expression du CD5 comme marqueur de l’avidité des interactions TCRICMH
suggèrent que la hiérarchie clonotypique du TCR est différente dans les ganglions
LckOM par rapport à celle du thymus B6 98;99•
Par contre, la sélection négative apparaît être efficace, au moins pour les
lymphocytes T portant le TCR 2C et HY 9899, malgré l’absence de la ségrégation
cortico-médullaire ‘.
Le phénotype des lymphocytes T en périphérie
Les lymphocytes T matures présents dans la rate des souris LckOM exhibent
un phénotype associé à des cellules T activées ou mémoires. En effet, les CD4 sont
CD44CD45RBb0wCD62Lb0wCD122b0, ce qui correspond au phénotype de
lymphocytes suivant un engagement du TCR par des antigènes du soi ou étranger; les
CDX sont, pour leur part, correspondant au
phénotype retrouvé sur des lymphocytes T ayant subit une prolifération
homéostatique ou des lymphocytes T engagés par des antigènes du soi. Autre signe
d’un état activé, le taux de prolifération des cellules T matures LckOM est plus élevé
que celui des lymphocytes T naïfs B6. Par contre, le répertoire V13 des cellules T
extrathymiques est aussi diversifié que celui de leur contre-partie thymique 14
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La compétence immunitaire des souris LckOM
Bien que peu d’étude ait été effectuée concernant l’immunocompétence des
souris transgéniques, leur habilité à rejeter des tumeurs a été prouvée. En effet, dix
jours après l’injection de cellules de mélanomes allogéniques, le volume de la tumeur
observé chez les souris transgéniques LckOM était significativement plus faible que
celui vu dans les contrôles j.
MÉTHODOLOGIE
Souris
Des souris B6.$JL-Ftprc’/BoAiTac (B6.SJL; Ly-5.1) ont été achetées chez
Taconic Laboratories (Germantown, NY), les souris C57BL/6J (B6; Ly-5.2) et les
souris B6. l29S7Rag]tM0m (Raglj chez The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME). Les souris transgéniques LckOM (Ly-5.2) ont déjà été décrites 13;14
Brièvement, le promoteur proximal 56Ick cible l’expression du gène de l’OM bovin
dans les thymocytes. Les souris ont été maintenues dans des conditions spécifiques
exemptes de pathogènes (dans des portoirs ventilés et stériles dans le cas des souris
LckOM) au Centre de Recherche Guy Bemier selon les standards du Conseil
Canadien pour la Protection des Animaux.
Thymectomie et greffe defoiefoetal
À 4-5 semaines, les souris ont été anesthésiées par injection i.p. d’une solution
de 75 mg/kg de pentobarbital sodique (Somnotol, MTC Pharmaceuticals, Cambridge,
Ontario, Canada), et le thymus a été enlevé grâce à une canule introduite sous le
creux suprasternal. La totalité de la thymectomie a été vérifiée dans chaque animal
par inspection visuelle au moment du sacrifice. La greffe de foie foetal a été effectuée
au moins 2 semaines après la chirurgie. Les cellules de foie foetal LckOM ont été
récoltées au jour 13 postcoitum. Les chimères hématopoïétiques ont été créées en
injectant 2 x 106 cellules de foie foetal LckOM dans des receveurs Rag1 ou B6.SJL
irradiés (10 Gy). Les cellules du receveur et du donneur ont été discriminées par
cytométrie en flux en utilisant les anticorps anti-Ly5.l (CD45.1) et anti-Ly 5.2
(CD45.2) (Pharmingen Mississauga, Canada). Les études fonctionnelles sur les
chimères hématopoïétiques ont été effectuées 80 à 120 jours post-greffe.
Isolation des lymphocytes T
Après déplétion des érythrocytes par choc hypotonique, les spiénocytes sont
lavés et resuspendus à une densité de 1 x cellules par ml dans du milieu RPMI
1640 contenant 1% de SVF. Les lymphocytes T ont été purifiés par sélection négative
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des lymphocytes B en utilisant des anticorps anti-B220 liés à des microbilles (Dynal,
Lake $uccess, NY) à un ratio de 5 billes par cellules cibles, suivie par une déplétion
magnétique des billes. Les macrophages ont alors été éliminés par adhérence : les
cellules ont été resuspendues à une concentration de l-2 x 106 cellules par ml dans du
milieu RPMI 1640 contenant 10% de SVF, 2 mM de L-glutamine, 100 UI/ml de
pénicilline, 100 4g/ml de streptomycine, et 50 jiM de 2-mercaptoéthanol et incubées
90 min. en milieu humide à 3 7°C, 5% de C02. La pureté des lymphocytes T isolés a
été déterminée par analyse au FACS et était de 64% (± 10%) pour les cellules de
chimère et de 91% (± 1%) pour les cellules contrôles (B6).
Marquage au CF$E
Le marquage fluorescent des lymphocytes T a été effectué tel que décrit ‘°°
Brièvement, les lymphocytes T ont été resuspendus à 5 x 106 cellules par ml dans du
milieu HBSS sans Mg2 ni Ca2 préchauffé à 37°C et le carboxy-fluorescein diacetate
succinimidyl ester (CfDA$E; Molecular Probes, Inc., Eugene, OR) dans du DMSO a
été ajouté (1-2.5 4M). Les cellules ont alors été incubées 15 min. dans un bain-marie
à 37°C, puis le CFDASE non-lié a été bloqué par l’addition de 10% de SVF froid.
Les cellules ont alors été lavées 2 fois dans du milieu avant la mise en culture.
Conditions de culture
Les cellules marquées au CFSE ont été resuspendues à 1 x 106 cellules par ml
dans du milieu RPMI 1640 contenant 10% de $VF, 2 mM de L-glutamine, 100 UI/ml
de pénicilline, 100 %g/ml de streptomycine, et 50 4M de 2-mercaptoéthanol et mis
dans des microplaques de 96 puits à fond rond à raison de 1 x i0 cellules par puits.
L’activation des lymphocytes T a été obtenue par de l’anti-CD3 (145-2C11,
Pharmingen, San Diego, CA) lié au puits avec ou sans anti-CD28 soluble (1 4g/ml;
37.51, Pharmingen) ou un anticorps contrôle (1g de hamster; 1 jig/ml; Ha4/$,
Pharmingen).
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Analyse en cytométrie en flux
Au moment de la récolte, les cellules marquées au CF$E ont été comptées,
lavées dans du RPMI 1640, et marquées avec une combinaison d’anticorps anti-CD4
(RM4-5; Pharmingen) ou anti-CD$ (53-6.7; Pharmingen) conjugués à I’APC et
l’anticorps Ly5.1 (Pharmingen) ou Ly5.2 (Pharmingen) conjugués à la biotine, suivi
par de la streptavidine (Pharmingen) conjuguée au PE ou au PerCP. Les tétramers
H2Db/LCMV GP33-41 ont été obtenus du NIAID MHC Tetramer Core facility
(Atianta, GA). Les analyses de la cinétique de prolifération des lymphocytes T parmi
les populations de lymphocytes T marqués au CFSE ont été effectuées sur les cellules
vivantes, les cellules mortes ayant été exclues grâce au marquage au 7-amino-
actinomycine D (7-AAD; Via-Probe; Pharmingen). Les calculs du temps de division
(temps requis pour la moyenne des lymphocytes T répondants à effectuer une division
cellulaire) et de la capacité proliférative (nombre de cellules filles générées par un
précurseur T s’étant divisé) ont été effectués tel que décrit
Pour les tests d’apoptose, les cellules marquées ont été lavées et resuspendues
dans du tampon de liaison et incubées avec de l’annexin-V (Pharmingen) conjuguée
au PE pendant 15 min. à température pièce dans le noir.
Pour le marquage intracellulaire, le transport protéique a été inhibé par l’ajout
de monensin (Pharmingen) 6 heures avant la récolte des cellules. Après avoir été
marquées au niveau membranaire avec de l’anti-CD4 (RM4-5; Pharmingen) conjugué
au PerCP et de l’anti-CD8 (53-6.7; Pharmingen) conjugué à l’APC, les cellules ont
été fixées et perméabilisées avec du Cytofix/Cytoperm (Pharmingen) et marquées au
niveau intracellulaire avec de l’anti-1L2 (5 jig/ml; JES6-5H4; Pharmingen) ou de
1’anti-TFN’ (2.5 jig/ml; XMG1.2; Pharmingen) conjugués au PE ou leur contrôle
isotypique: anti-IgI2b (5 ig/ml; A95-1; Pharmingen) et anti-IgGi (2.5 j.ig/ml; R3-34;
Pharmingen).
Les analyses ont été effectuées avec un cytomètre en flux FACSCalibur
utilisant le logiciel CellQuest (Becton Dickinson). Les différences entre les moyennes
des groupes ont été testées grâce à un test du t de Student.
2$
Immunisation avec des cellules dendritiques et essai de cytotoxicité in vivo
L’enrichissement des cellules dendritiques spiéniques a été effectué tel que
décrit 102 Brièvement, les rates ont été digérées avec de la collagénase D (Sigma),
passées sur un filtre d’acier, resuspendues dans du RPMI 1640 complémenté avec
10% de SVF et antibiotiques et cultivées 90 min. dans des flasques. Les cellules non-
adhérentes ont été éliminées et les cellules adhérentes cultivées pour la nuit dans du
RPMI 1640 complémenté avec 10% de SVF et contenant lOng/ml de GM-CSF
(Sigma) et lOOng/ml d’IL-4 (Sigma). Les cellules adhérentes et de faible densité ont
été récoltées. Les suspensions cellulaires préparées de cette manière contenaient 30 à
60% de cellules dendritiques CD1 1cCMHIf. Les cellules dendritiques spléniques
ont été resuspendues dans du milieu contenant le peptide GP33-41 à une
concentration de 106M, incubées 60 min. à 37°C, lavées trois fois avec du RPMI
1640 et la proportion de cellules dendritiques CD11cCMHff a été évaluée par
cytométrie en flux. La concentration cellulaire a été ajustée afin que les suspensions
cellulaires utilisées pour l’immunisation intraveineuse contiennent 2 x 106 cellules
dendritiques CD1 1cCMHIf17ml. Les essais de cytotocicité in vivo ont été effectués
tel que décrit 62 Brièvement, des splénocytes B6 marqués avec 1OE6M de petide
GP33-41 ou non ont été colorés avec une forte (250nM) ou une faible (25nM)
concentration de CFSE, respectivement. Pour l’injection intraveineuse, des nombres
égaux de cellules de chacune des deux populations ont été mélangés ensemble afin
que chaque souris reçoivent un total de 20 x 106 cellules. Au jour 0, les cellules
marquées au CFSE ont été injectées dans des receveurs soit naïfs, soit ayant été
immunisés avec les cellules dendritiques marquées de peptide aux jours —21 et —7.
Les receveurs ont été sacrifiés 4h plus tard. Les formules suivantes ont été utilisées
pour calculer la lyse spécifique: ratio (pourcentage CFSEb0/pourcentage
et pourcentage de lyse spécifique = [1 — (ratio souris non-immunisée/ratio
souris immunisée) X 100].
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If present in sufficient amount, could extrathymic T celis substitute for thymus
derived T ceils? To address this issue, we studied extrathymic T celis that deveiop in
athymic mice under the influence of oncostatin M. In this model, extensive T ccli
development takes place exclusively in the lymph nodes. Extrathymic CD4 T ceils
expanded poorly and were deficient in providing B celi help after infection with
vesicular stomatitis virus. Compared with classic T celis, stimulated extrathymic CD$
T celis produced copious amounts of IfN-y, and their expansion was precocious but
of limited amplitude because of a high apoptosis rate. Consequently, though
extrathymic CTLs responded to lymphocytic choriomeningitis virus infection, as
evidenced by the expansion of GP33-41 tetramer CD$ T celis, they provided only
short-tenu control of virus infection. This suggests that rapidly replicating IfN-y
resistant pathogens represent the nemesis of extrathymic CILs. Our data demonstrate
that the site of development impinges on T ccli function: extrathymic T ceils cannot
substitute for thymic T celis. Co-evolution with the type of pathogens used herein
may have been instrumental in the remarkable conservation of the thymus as the
primary T lymphoid organ in ail animais with an adaptive immune system.
Abbreviations itsed in this paper: B6, C57BL/6; B6.SJL, B6.SJLPtprcaFep3b/BoyJ;
DC, dendritic ccli; LCMV, lymphocytic choriomeningitis virus; 0M, Oncostatin M;
TEC, thymic epithelial ccli; VSV, vesicular stomatitis virus.
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Introduction
One hallmark of the gnathostome adaptive immune system is that the thymus has
been conserved as the primary T lymphoid organ during 450 million years of
evolution (1). This level of conservation is remarkabie when one considers that about
ten different organs have been used as primary sites of hematopoiesis in
gnathostomes (1). Thymic epitheliai ceils (TEC) derived from the third pharyngeai
pouch are the main constituent of the thymic environment (2). Indeed, ectopicaily
grafted MTS24 epithelial progenitor celis are sufficient to generate a functional
thymus in vivo (3,4). TECs provide two types of signais to thymocytes: TCR
dependent and -independent (5-7). In conjunction with mesenchymal ceils, TECs
have a unique ability to provide TCR-independent interactions which are essentiai for
severai thymocyte deveiopmental events but whose nature is stili elusive (2,8-1 1). In
contrast, TCR-mediated signais, dictating which TCR clonotypes are positively
selected, can be supported by MHC-peptide complexes dispiayed by other ceil types.
Thus, studies involving hematopoietic chimeras and thymus grafis have shown that
hematopoietic ceils located in the thymus (but not in the periphery) can mediate
positive selection of CD$ T cells in vivo (7,12,13). In une with this, studies in
tetraparentai aggregation chimeras have demonstrated that the IVIHC of TECs is flot
required for efficient positive seiection of MBC la- and MHC II-restricted T ceils
(14). Moreover, under normai circumstances, preferential or exclusive positive
selection on hematopoietic ceils appears to be a generai characteristic shared by many
(if not ail) MHC class Ib-restricted T ceiis (15). Thus, positive thymocyte selection on
hematopoietic ceils has been well documented for CD1d-restricted CD4 NKT ceils as
weil as H2-M3- and Qa-1-restricted CD8 T ceiis (15-17). Furthermore, using a two
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step in vitro culture system, Yasutomo et al. demonstrated that dendritic celis (DC)
can provide TCR stimulation suitable for initiation and completion of positive
selection (18). Together these data indicate that the non redundant role of TECs is to
provide TCR-independent signal(s) to thyrnocytes but that in a suitabie (thymic)
environment hematopoietic ceils can provide the 1CR signal (7,19).
The above considerations raise the fundamental question of whether the
canonical influence of thymic epithelial ceils on T ceil development has biological
relevance: would lymphocytes developing in a TEC-free milieu be fiinctional?
Oncostatin M (0M) transgenic mice represent a unique model to directly address this
issue. Remarkably, chronic exposure to 0M transforms the LN into a “primary”
Iymphoid organ whose ability to support T ceil developrnent and to seed secondary
lymphoid organs is similar to that of a normal thymus (20,21). The lymphopoietic
pathway modulated by 0M is truly thymus-independent and can deveiop, for
example, in non-transgenic athymic mice injected with 0M over a few weeks (20,21).
Importantly, OM-induced exfrathymic T cdl development, as evidenced by the
expression of pTŒ and the presence of ail stages of T ccli dcvelopment, takes place
only in the LNs and not in other organs such as the spleen, bone marrow, gut and
liver (20,21). The proportions of double-negative, double-positive and single-positive
T cells in the 0M LN reproduce those found in a thymus, and the 1CR repertoire of
the SP cells is diversified. The effect of 0M on extrathymic T ceil development in the
LNs might be due to some amplification of a cryptic pathway recently characterized
in nude mice (22). Like normal LNs, OM-transgenic LNs contain no epithelial cells
(23). The nature of the nonepithelial cells that support positive selection of CD4 T
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celis in the OM LN has yet to be addressed. Nevertheless, studies in hematopoietic
chimeras have demonstrated that MHC class I expression strictly on hematopoietic
celis was sufficient to support the development of a diversified repertoire of CD8 T
celis in the OM LNs (24). While the mies goveming positive selection in the OM
LN differ from those of the mainstream thymie pathway, no difference was detected
with regard to negative selection (24).
In order to directiy evaluate the functionality of T ceils generated in an
environment devoid of epithelial ceils, we therefore sought to characterize in vitro
and in vivo the function of extrathymic T ceils that deveiop in the OM-conditioned
LN of athymie mice. More specifically, we addressed two questions: do extrathymic
T ceiis proiiferate normally foiiowing TCR engagement, and are they abie to generate
protective immune responses against model vimses, lymphocytic choriomeningitis
virus (LCMV) and vesicuiar stomatitis virus (VSV)?
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Materials and Methods
Mice. C57BL/6 (B6) mice were obtained from The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME) and the Institute of Laboratory Animal Science, University of Ztirich,
Switzerland. B6.$JLFtprcaFep3)/BoyJ (Ly5’) (B6.$JL; Ly 5.i) and B6.129S7-
Ragltmlliofh (RAG1j mice were purchased from The Jackson Laboratory. LckOM
transgenic mice on a C57BL/6 background have been previously described (21,25).
Thymectomy and Fetal Liver Transplantation. Thymectomy was performed as
previously described (21). Fetal liver transplantation was performed at least 2 wk
afier thymectomy. LckOM fetal liver ceils were collected on day 13 postcoitum.
Hemopoietic chimeras were created by injecting intravenously 2 x 106 LckOM fetal
liver celis into irradiated (10 Gy) RAGf or B6.SJL recipients. Donor and recipient
cells were discriminated by flow cytometry using anti-Ly5.1 (CD45.i) and anti-Ly5.2
(CD45 .2) antibodies (Pharmingen, Mississauga, Canada). Functional studies in
hemopoietic chimeras were initiated 80 toi 20 days after transplantation.
In vitro T cell stimulation
T-cetl isolation. Afier depletion of erythrocytes by hypotonic shock,
splenocytes were washed and resuspended at a density of 1 X. iO celis per ml in
RPMI 1640 medium containing 1% FCS. T celis were purified by negative selection
of B lymphocytes using anti-B220 bound to microbeads (Dynal, Lake Success, NY)
at a concentration of 5 beads per target celis, followed by magnetic bead-depletion.
Then, macrophages were removed by adherence and T celis were resuspended at a
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density of 1-2 X 106 ceils per ml in RPMI 1640 medium containing 10% FCS, 2 mM
L-glutamine, 100 UI/ml of penicillin, 100 jig/ml streptomycin, and 50 jiM 2-
mercaptoethanol and incubated for 90 min in humidffied 5% CO at 37°C.
CFSE staining. Fluorescent labeling of T-cells was performed as described
(26). Briefly, T-cells were resuspended at 5 X 106 ceils per ml in prewanned HBSS
without Mg2 nor Ca2 and carboxy-fluorescein diacetate succinimidyl ester
(CFDASE; Molecular Probes, Inc., Eugene, OR) in DMSO was added (1-2.5 j.tM).
Cells were gently mixed for 15 min at 37°C, and unbound CFDASE was quenched by
the addition of 10% ice-cold FCS. Labeled ceils were washed twice in medium before
culture.
Culture conditions. CFSE-labeled ceils were resuspended at 1 X 106 celis per
ml in RPMI medium containing 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 100 UI/ml of
penicillin, 100 tg/m1 streptomycin, and 50 jiM 2-mercaptoethanol and plated at 1 X
cells per well in round-bottom 96-well microtiter plates. T celi activation was
achieved by coated anti-CD3 (145-2C11, Phanriingen) with or without soluble anti
CD28 (1 tg/mI; 37.51, Pharmingen) or confrol hamster 1g (1 jtg/ml; Ha4/8,
Pharmingen). At the time of harvest, CFSE-labeled ceils were counted, washed in
RPMI 1640, and stained with a combination of antibodies before analysis. The
doubling time (the time required for the average responding T cell to achieve a single
cell division) and the proliferative burst size (the number of daughter ceils generated
by a dividing T cefl “precursor”) were calculated as described (27). For intracellular
cytokine staining, ceils were restimulated with PMA (20 ng/ml; Sigma, St. Louis,
3$
MO) and ionomycin (750 ng/ml; Sigma) 4 h prior to celi harvesting and monensin
(Pharmingen) was added one hour later.
Viruses.
LCMV infection and viral titers. LCMV-ARM was originally obtained from
Dr. M. Buchmeier (The Scripps Research Institute, La Joua, CA), and was
propagated on L929 flbroblast celis. Mice were infected by intravenous injection of
200 pfti of LCMV-ARM and viral titers in different organs were determined as
described with the immunological focus assay (2$-31).
V$V neutralization assay. Serum of mice immunized infravenously with 2 X
106 pfu of VSV-E’JD was prediluted 40-fold in MEM containing 2% FCS. Serial
twofold dilutions were mixed with equal volumes of VSV (500 pfu/ml) and incubated
for 90 min at 37°C inan atmosphere with 5% C02. 100 jd ofthe serum—virus mixture
was transferrcd onto Vero ceil monolayers in 96-well plates and incubated for 1 h at
37°C. The monolayers were overlaid with 100 jil DMEM containing 1%
methylcellulose and incubated for 24 h at 37°C. The overlay was flicked off and the
monolayer was fixed and stained with 0.5% crystal violet. The highest dilution of
serum that reduced the number of plaques by 50% was taken as titer. To determine
IgG titers, undiluted serum was pretreated with an equal volume of 0.1 mM f3-ME in
saline (32,33).
flow cytometric analysis. The following monoclonal antibodies were used for
phenotypic analysis: PerCP- or APC-conjugated anti-CD4 (RM4-5; Pharmingen),
APC-conjugated anti-CD$ (53-6.7; Pharmingen), biotin-conjugated anti-Ly5.1
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(Pharmingen) or anti-Ly5.2 (Phanningen), and PE- or PerCP-conjugated streptavidin
(Pharmingen). H2Db/LCMV GP33-41 tetramers and H2Db/B6(iomI tetramers (34,35)
were obtained from the NIMD MHC Tetramer Core Facility (Atianta, GA) and
CANVAC Tetramer Core Facility (Montreal, Canada), respectively. Kinetic analyses
of T celi proliferation in populations of CFSE-labeled T celis were performed on live
ceils, dead celis being excluded on the basis of7-amino-actinomycin D (7-AAD; Via-
Probe; Pharmingen) staining. Intracellular cytoldne staining for IL-2 and IFN-y was
performed according to the manufacturer’s instructions (Pharmingen). For estimation
of apoptotic celis, stained celis were washed and resuspended in binding buffer and
incubated with PE- or FITC-conjugated annexin-V (Phanningen) for 15 min at room
temperature in the dark. Analyses were performed with a FACSCalibur ftow
cytometer using CellQuest software (Becton Dickinson). Differences between group
means were tested using Student’s t test.
Immunization with DCs anti in vivo CTL assay. Enricbment for splenic DCs
was performed as described (36). Briefly, spleens were digested with collagenase D
(Sigma), ground through a stainless steel screen, resuspended in RPMI 1640
supplemented with 10% FCS and antibiotics and cultured in tissue culture dishes for
90 min. Nonadherent ceils were removed and adherent cells were cultured overnight
in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, 10 ng of GM-CSF (Sigma) per ml and
100 ng of IL-4 (Sigma) per ml. Nonadherent, low-density celis were harvested. Celis
suspensions prepared in this way contained 30 to 60% CD1 lcMHCff DCs. Spleen
DCs were resuspended in medium containing GP33-41 at a concentration of 106 M,
incubated for 60 min at 37°C, washed three times with RPMI 1640, and the
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proportion of CD1 1cMHCIf DCs was assessed by flow cytometry. The ceil
concentration was adjusted so that the ceil suspension used for intravenous
immunization contained 2 x 106 CDY 1cMHCff1 DCs per ml. In vivo CTL assay was
performed as described by Coles et aÏ. (37). Briefly, B6 spienocytes pulsed with 106
M GP33-41 peptide or flot were labeled with a high (250 nM) and low (25 nM)
concentration of Cf SE, respectively. For intravenous injection, equal numbers of
celis from each population were mixed together such that each mouse received a total
of 20 x 106 celis. On day 0, CFSE labeled ceils were injected into recipients that were
naïve or had been previously injected with peptide pulsed DCs on days —21 and —7.
Recipients were sacrificed 4 h later. The following formula was used to calculate
specific lysis: ratio (percentage CfSE1°”’/percentage f5hih) and percentage
specffic lysis [1 — (ratio unprimeWratio primed) X 100].
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Resuits
In vitro function of T lymphocytes of thymie vs. extrathymic origin.
Frolferation. We first asked whether T ceils of extrathymic origin, that is,
which developed in the LN under the influence of 0M, would have the same
proliferative behavior as classic T celis of thymic origin following stimulation with
anti-CD3 + anti-CD28. Spleen T celis from B6 mice (thymie T celis) and from
inadiated (10 Gy) adult-thymectomized B6. SJL (Ly5.l) hosts reconstituted with
LckOM fetal liver celis (Ly5.2; extrathymic T ceils) were labeled with CFSE and
cultured in CD3-coated microtiter plates in the presence or flot of soluble anti-CD2$.
Afier culturing for 24 to 96 h, cells were labeled with 7-AAD to exclude necrotic
celis, and stained with antibodies against CD4, CD8, Ly5.1 and Ly5.2. At all time
points after stimulation more than 99% of harvested T lymphocytes were Ly5.1 -
Ly5 .2 (data flot shown).
From one representative experiment Fig. lA shows the absolute numbers of
CD4 and CD$ T cells recovered after stimulation for 24 to 96 h, and their CFSE
content which decreases by 50% afier each cell division. The numbers of CD4 and
CD$ T cells hawested at 48 to 96 h were expressed as a function of X which
represents the number of cells/well at 24 h (before the beginning of celi division).
Calculation of the proliferative burst size and the doubling time were based on the
results of five consecutive experiments (Fig. lB). The proliferative burst size
corresponds to the number of daughter cells generated by a dividing T cell
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“precursor”, and the doubling time represents the time required for the average
responding T cell to achieve a single cell division (27).
As expected, proliferation of thymic T cells was more rapid in the presence of
co-stimulation with anti-CD2$ than when stimulated with anti-CD3 alone.
Furthermore, expansion of thymie CD8 T celis was more rapid and extensive than for
CD4 T celis following stimulation with anti-CD3 ± anti-CD28. This observation is
consistent with recent reports that, both in vivo and in vitro, CD8 T celis are
programmed to undergo more rapid and extensive proliferation than CD4 T celis in
response to antigen stimulation (38,39). When compared to their thymie counterparts,
extrathymic CD4 T ceils showed an increased burst size when stimulated with anti
CD3 alone but flot when anti-CD28 was added. 0f note, in the presence of anti-CD3
± anti-CD2$, total accumulation of extrathymic CD4 T ceils at 72 h was decreased by
5O% relative to thymie T cells (Fig. lB). When stimulated with anti-CD3 ± anti
CD28, extTathymic CD8 T cells proliferated more rapidly and showed a greater burst
size than thymie T eells. However, although extrathymie T cells aceumulated to
higher levels than thymie CD$ T ceils when stimulated with anti-CD3 alone, their
expansion, in contrast to thymie T ceils, was barely augmented by eo-stimulation with
anti-CD2$. Thus, altogether, extrathymie T ceils divided more rapidly and
extensively than thymie T celis. However, a diserepaney emerged between the
doubling time and burst size on one side and total eell accumulation of extrathymic T
ceils on the other side. This diserepaney suggested that accumulation of extrathymie
T eells following TCR engagement might be eurtailed by an increased apoptosis rate.
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Apoptosis. To evaluate the apoptosis rate, T celis were labeled with Annexin
V at the time of hawest. The resuits showed that at ail time points afier stimulation
with anti-CD3 + anti-CD28, the apoptosis rate was much greater for extrathymic than
for thymic CD4 and CD8 T celis (fig. 2A). Analysis ofAnnexin V staining of T ceils
as a function of their CfSE content revealed that the difference between thymic and
extrathymic T ceils prevailed irrespective of whether they had gone through O to >6
celi divisions after stimulation (fig. 2B). Therefore, the higher apoptosis rate of
extrathymic CD4 and CD8 T ceils was a constant finding which was flot due to their
more rapid post-triggering proliferation rate.
Cytokine production. We next asked whether the brisk proliferative response
of extrathymic T ceils was coupled with a more rapid cytokine production. IL-2 and
IFN-y production was assessed by intracellular staining in thymic and extrathymic T
cells stimulated with anti-CD3 ± anti-CD28 (Fig. 2C). Only minor yet reproducible
differences were found between thymic and extrathymic T cells as regards IL-2
production. The proportion of IL-2 producing CD8 T ceils was greater among
extrathymic than thymic T celis. Yet, more thymic than extrathymic CD4 T cells
produced IL-2 when stimulated with anti-CD3 + anti-CD2$. The salient finding was
the difference in IFN-y production. The proportion of IFN-’y T cells was increased
about twofold in extrathymic relative to thymic CD4 and CD8 T ceils and the level of
intracellular IfNt was dramatically increased in extrathymic CD8 T celis.
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In vivo responses against viruses.
We assessed in vivo responses of extrathymic T ceils against two model vimses,
LCMV and VSV. Initial control of LCMV, a noncytopathic virus, is mainly
dependent on CD8 CTLs (40,41) whereas long-term virus control requires B celis and
CD4 T celis (28,42). VSV, a cytolytic virus, is eliminated by early produced
neutralizing IgM (T-independent) followed by IgG (CD4-dependent) antibodies
against VSV glycoprotein (43,44). In order to study animais in which 100% of T celis
were of extrathymic origin, we transplanted thymectomized-irradiated RAGi mice
with LckOM fetal liver (0M—>RAG1 chimeras), and infected them with LCMV or
V$V approximateiy 90 days later.
CD8 response against LCMV. foliowing infection with LCMV-ARM (200
pfti intravenously), the idnetics of anti-LCMV CD$ response was assessed with
H2Db/GP3341 tetramers and its efficacy in terms of virus clearance was estimated
with the immunological focus assay (31). The proportion of tetramer CD8
spienocytes increased more rapidly in 0M—*RAG1 chimeras (-.12% on day 3) than
in B6 controis (—4% on day 3) (Fig. 3A). Tetramer CD$ ceils in chimeras were
genuine GP33-41 specific T ceils since they were CD3NK1.1CD11c, and did flot
show nonspecific binding of H2DbIB61oml tetramers (data flot shown). The rapid
expansion of extrathymic tetramer CD$ T celis is in keeping with what we observed
following in vitro stimulation (f ig. 1). Is this rapid expansion ceil autonomous (that
is, related to some intrinsic feamre of extrathymic CD8 T celis) or due to some helper
effect of 0M? To discriminate between these hvo possibilities, we created
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OM—>B6.SJL chimeras by transplantation of LckOM fetal liver into aduit
thymectomized-irradiated B6.SJL mice. When studied on day 90 posifranspiant,
before LCMV-ARM infection, these mice presented a rnixed lymphoid chimerism:
-95% T ceils were donor-derived extrathymic T celis (Ly5.2) while 5% were
residual host T celis (Ly5.1) (data flot shown). Donor and recipient T celis were
exposed to the same levels of 0M in these chimeras since 0M mediates its effects in
a paracrine fashion (21). Nevertheless, following LCMV-ARM infection, the two T
celi populations behave differently. Again, extrathymic T celis accumulation (LyS .2)
peaked on day 3, while host thymus-derived T cells (Ly5.1) expanded at a siower
pace (Fig. 3B) like control thymus-derived T cells (compare B6 mice in Fig. 3A).
Thus, the ability of extrathymic T celis to expand more rapidly than classical T ceils
following LCMV-ARM infection is ccli autonomous.
In 0M—÷RAG1 chimeras the pool size of single-positive T lymphocytes is
signfficantly increased in the LNs but decreased in the spleen. Furthermore, when
injected in 0M mice, T celis with a naïve or a memory phenotype preferentially
home to the LN rather than to the spleen (21). In une with this, we found that
following LCMV-ARIVI infection, activated extrathymic CD8 effector T celis
accumulated preferentially in the LNs. Indeed, estimates of absolute numbers of
tetramer T cells showed that while tetramer T ceils accumulated to higher ievels in
the spleen of B6 mice, they were more numerous in the LN of 0M—*RAG1
chimeras (fig. 3C-D; note that only the mesenteric LNs were taken into account for
estirnating absolute numbers of tetramer ceils). The fact that T ceils mainly
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accumulate in the LNs rather than the spleen in OM mice should have no influence
on virus clearance because previous studies in Hoxi i mice have shown that
spleenless mice have normal T celi anti-virus responses (45).
Antigen driven T ceil expansion is flot synonymous with protective immunity.
Indeed, antigen specific CD$ T celis may expand considerably in vivo yet show
defective effector activity (46,47). Viral titers were similar in OM—*RAGf’ chimeras
and B6 controls up to day 15 (fig. 4). On day 15, LCMV was practically undetectable
in OM—*RAG1 chimeras and B6 mice, while viral titers were very high in RAGl
controls. By day 30 however, viral titers were increasing in the lymphoid organs,
though not the lung, of OM—>RAGF’ chimeras. Thus, extrathymic T cells provided
only a short-lived control of LCMV-ARM infection. The upsurge of viral replication
on day 30 (fig. 4) was suggestive of CD8 exhaustion (29), which would be consistent
with the high apoptosis rate of extrathymic T celis obsewed following in vitro TCR
ligation (Fig. 2). This prompted us to evaluate T celi apoptosis following LCMV
ARM infection. Notably, the proportion of apoptotic celis (Annexin V’) was
increased in extrathymic Q-’9.9%) relative to thymic (-2.1%) CD8 T on day 0, that is
under steady state conditions prior to infection (p <0.05; fig. SA). This is consistent
with the high turnover of extrathymic T ceils in BrdU labeling experiments (21). As
expected, following infection the proportion of Annexin V cells in 36 mice and
OM—>RAG1 chimeras was greater among teframer than tetramef CD$ T ceils (Fig.
SA). Thus, in the same manner as thymic T cells, apoptosis of extrathymic T cells
was specific primarily to LCMV responsive T cells rather than being a TCR
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independent bystander event. Nevertheless, the key finding was that the apoptosis rate
was signfficantly increased in extrathymic relative to control tetramer CD8 T cells.
The difference was most dramatic on day 3 (p <0.0001). Thus, following in vitro and
in vivo stimulation, extrathymic T celis proliferate quickly, but their accumulation is
limited by a high rate ofapoptosis.
Infections with pathogens such as LCMV cause a massive depletion of
CD4CD8 T celis and thus a significant, though usually transient, immunodeficiency
(48). A growing body of evidence indicates that cytoldnes, particularly TNF-a,
produced during the course of immune responses are largely responsible for the
depletion of T celi progenitors (48-50). Nevertheless, under normal circumstances, T
celi progenitors are largely secluded from “peripheral messages” since the
bloodlthymus barrier restricts entry of peripheral celis and molecules into the thymus
cortex. In contrast, extrathymic T celis that develop in LNs are exposed to the high
levels of cytokines generated in a secondary lymphoid organ during infection. We
therefore estimated the number of double-positive T cells in the thymus of B6 mice
and the mesenteric IZN of OM—*RAG 1’ chimeras following LCMV infection.
Consistent with the above conjecture, the depletion of double-positive T celis was
much more rapid and profound in the case of extrathymic T ceil progenitors (fig.
5B).
CTL response against LCMJ/ GF33-4]-coated DCs. As a noncytopathic virus,
LCMV replicates very rapidly. We therefore assessed whether or flot the use of a
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nonreplicative antigen would decrease the disparity between extrathymic and thymus
derived CDS T celis. We immunized OM—*RAG1 chimeras and control mice with
GP33-41 coated DCs on day O and 14, and assessed in vivo CTL cytotoxicity against
GP33-41 coated celis on day 21. In vivo CTL assays were performed as described by
Coles et aÏ (37): naïve and immunized mice were injected with a mixture ofuncoated
(CFSEb0) and GP33-41 coated ($hIh) splenocytes, and afier 4 h specific lysis
was estimated from the numbers of CFSEb0 and $h1gh celis in the spleen and
mesenteric LN. Under these conditions, GP33-41-specific CTL activity was
generated ir the absence of CD4 help. Extrathymic (chimeras’) T cells showed
deficient GP33-41-specific cytotoxicity (Fig. 6). As observed following LCMV
infection (Fig. 3), extrathymic tetramer T cells accumulated mainly in the LNs
following priming with peptide-coated DCs (Fig. 6B). The paucity of extrathymic
tetramer T ceils in chimeras’ spleen was sufficient to account for the low CTL
activity in this organ. In contrast, accumulation of tetramer T cells in the LN was
similar for thymic and extrathymic T cells. Hence, that killing of GP33-41 coated
targets by extrathymic LN T ceils was deficient indicates that, on a per ceil basis,
extrathymic tetramer T ceils displayed low cytotoxicity. Coupled with their high
propensity to apoptosis following TCR triggering (Figs. 2A,B and 5A), the low
cytotoxic activity of extrathymic T cells (Fig. 6) suggest that these T ceils are unduly
susceptible to fiinctional exhaustion and activation induced celi death (29,51).
Antibody production against LCMV and VSV. To evaluate the functionality of
CD4 extrathymic T cells, we assessed their ability to help B ceils for production of
neutralizing Ab against VSV. The salient point was that the levels of IgG Ah
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produced from day $ onward were deficient in chimeras (fig. 7D,E). 0f note, the
early CD4-independent production of neutralizing anti-VSV IgM Ah was, however,
unimpaired (day 4, fig. 7E). Thus, extrathymic CD4 T ceils are defective in
providing help to B celis. This defect is of particular significance when confronted
with a cytopathic virus, and 2 of 3 chimeras infected with VSV died on day 10.
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Discussion
Athymie mice reconstituted with OM-transgenic hematopoietic stem celis provide a
unique mode! for unravelling the properties of T ceils generated extrathymically in an
environment devoid of epithelial ceils. A main conclusion of this work is that OM
extrathymic T ceils do flot behave like classic thymic T celis following antigen
stimulation. Extrathymic CD4 T celis responded to in vitro stimulation with anti-CD3
± CD28. However, because of their high apoptosis rate, OM CD4 T cells failed to
accumulate to normal levels in vitro despite their normal doubling time and burst size
(Figs. 1 and 2). In une with this, they did not provide adequate help to B ceils when
mice were infected with VSV. Thus, extrathymic CD4 T ceils are functionally
deficient. The functionality of extrathymic CD8 T celis was superior to that of their
CD4 counterpart. In vitro they proliferated extensively and produced greater
quantities of IFN-y than thymus-derived T cells (figs. 1 and 2). Under these
conditions, their accumulation in 96-h culture assays was nevertheless flot
commensurate with their proliferative activity because it was curtailed by a high
apoptosis rate. Initial control ofLCMV infection is well-suited to evaluate CD$ T celi
autonomous function in vivo since it is essentially mediated by CTLs whose
expansion is CD4-independent. Interestingly, extrathymic CD8 T celis specific for the
GP33-41 epitope expanded (Fig. 3) and developed low but significant cytotoxic
activity following in vivo stimulation (fig. 6). However, though LCMV-ARIVI titers
were similar in chimeras and controls up to day 15, control of LCMV-ARIVI was
ephemeral since viral replication became evident by day 30. This was explained by
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the propensity of extrathymic T celis to undergo premature functionai exhaustion
(Fig. 6) and activation-induced apoptosis (Fig. 2A,B and 5A) following TCR
triggering.
In spite of their heightened propensity to apoptosis, extrathymic CD8 T ceils
present interesting firnctionai attributes. Their strengths are the ceierity with which
they undergo proliferation (Fig. 1 and 3) and the high quantity of IFN-y they produce
(Fig. 2). In view of these features, it seems iogical that LCMV and VSV wouid
represent the nemesis of extrathymic CD8 T ceils. Like many (but flot ail) viruses
LCMV and VSV are relatively resistant to IFN-y (as opposed to type I interferon
produced by infected celis), and because of their extensive repiication they effectively
induce T ceil apoptosis (29,52). Nevertheless, extrathymic CD8 T ceils were abie to
provide short-term protection against LCMV. As a corollary, extrathymic CD8 T
cells shouid be more efficient against targets that are sensitive to IFN-y such as tumor
ceiis, intracelluiar bacteria, parasites and some viruses (53,54). This assumption is
consistent with two series of observations: i) OM extrathymic T celis can eradicate a
lethal inocuiurn of allogeneic tumor celis (20); and ii) MHC Ib-restricted CD$ T celis
which share critical features with OM CD$ T ceiis (see below) are effective against
Listeria monocytogenes (55). Finaiiy, even though we have demonstrated that
extrathymic T ceiis are insufficient to permanentiy eradicate viruses, their brisk
expansion and production of IFN-y couid heip classical T celis to eliminate
pathogens. Indeed, under normal circumstances, CD8 T ceiis with an
activated/memory phenotype (akin to extrathymic T celis) are responsible for the
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early (day 4) production of IFN-y following infection which occurs before prior to
maximal CD8 T celi expansion (-day 8) and is important for initial control of
infection (56-58). Evidence suggests that the early burst of IFN-y is produced by
MHC Ib-restricted CD8 T ceils (56). OM extrathymic T celis are remarkably similar
to MHC Ib-restricted T celis since they differ from classic MHC Ia-restricted T celis
in the following ways: they display an activated phenotype even in uninfected
animais; they initiate expansion and production of IFN-y more rapidly, yet
accumulate to iower levels than mainstream CD8 T celis following infection
(15,55,59,60). Notably, while MHC Ib-restricted T celis could generate protective
response against (IFN-y sensitive) Listeria monocytogenes, they failed, like OM
CD8 T celis, to eradicate LCMV (55,60). Interestingly, both T ceil populations are
positiveiy selected by hematopoietic ceils, in the thymus for MHC Ib-restricted T
ceils and in the IN for OM extrathymic T cells (15,24). Their activated phenotype in
naïve mice suggests that these T celis have undergone high avidity interactions with
celis presenting self antigens during positive selection at the DP stage and/or during
peripheral expansion at the SP stage. Whether and how the nature of the celis
supporting positive selection might influence T ceil properties will need to be
addressed in further studies.
Since T lymphocytes have a finite lifespan (of about 6 months in mouse),
decreased thymus output associated with ageing and disease leads to a major
restriction of the diversity of the T cell repertoire (61,62). Thus, in human subjects
aged 20 to 30 years, the long-lived memory repertoire, as opposed to the naïve
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repertoire, contributes less than 1% of the total diversity (63). Several observations
suggest that immune competence has a major influence on lifespan, and that changes
in T lymphocyte populations could be implicated in the age-related increase in
incidence of infections, cancer, and autoimmune diseases (62,64,65). Therefore,
strategies to rejuvenate the thymus or to create thymus substitutes are being pursued
with intense interest (66-69). That OM extrathymic T ceils cannot substitute for
thymic T celis even though they have a diversffied TCR repertofre implies that having
the ability to generate new T ceils is not sufficient to ensure immunocompetence. As
a corollary, our studies illustrate that inimunocompetence is best assessed by
confrontation with pathogens. Indeed, based solely on the ability to reject allogeneic
celis, OM extrathymic T cells seemed to be perfectly normal (20).
The functioning of the gnathostome T celi system has largely been shaped by
interactions with viruses (70). Our demonstration that one crucial limitation of
extrathymic T celis is their difficulty in dealing with viruses would be consistent with
the idea that co-evolution with viruses has been a driving force in the remarkable
conservation of the thymus as the primary T lymphoid organ in all gnathostomes.
Interestingly, our work demonstrates that OM extrathymic T celis share the
phenotype and functional properties of a minor subset of T celis found in euthymic
mice, MHC Ib-restricted T cells. Similar to MHC Ib-restricted T ceils (15), the
behavior of OM T ceils seems to fit somewhere between conventional T cells and
their evolutionary precursors, NK T celis. One fascinating issue wiÏI be to determine
how the environment where they develop can impinge SO deeply on the function of T
lymphocytes. Moreover, further studies will be needed to determine whether OM
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extrathymic T celis show the same behaviour as MHC Ib-restricted T celis against
various pathogens. If this was the case, modulation of the OM-induced extrathymic
development pathway may flot substitute for classical thymic T celis but could have
interesting therapeutic potential. Indeed, the brisk expansion and production of IFN-y
by extrathymic T ceils might be used to increase MHC-restricted antigen
presentation, polarize Ag-primed CD4 T celis toward becoming Thi celis, and
eradicate IFN-y sensitive targets.
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Figure 1. In vitro proliferation of T lymphocytes of thymie versus extrathymic origin.
Spleen T celis from B6 mice (thymie T ceils) and from irradiated aduit
thymectomized B6.SJL (Ly5.1) hosts reconstituted with LckOM fetal liver celis
(Ly5 .2; extrathymic T ceils) were labeled with CFSE and stimulated with anti-CD3 ±
anti-CD28. After culmring for 24 to 96 h, ceils were labeled with 7-AAD to exciude
dead ceils, and stained with antibodies against CD4, CD8, Ly5.1 and Ly5.2. ta) CFSE
staining intensity and total ceil numbers expressed as a function of X which
represents the number of cells/well at 24 h (before the beginning of celi division).
This is one representative experiment out of five. (b) Burst size, doubling time and
ceil accumulation at 72 h (mean ± SD for five experiments). Comparison between
thymie and extrathymic T ceils (Student’s t test): * p <0.05, ** p <0.01.
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Figure 2. Compared with control T celis, extrathymic T lymphocytes show a higher
apoptosis rate and produce more IFN-y. T lymphocytes of thymie and extrathymic
origin were stimulated with anti-CD3 ± anti-CD2$ as in Fig. 1. The proportion of
Annexin V stained ceils was expressed for (a) whole CD4 (circles) and CD8
(triangles) populations of thymie (open symbols) and extrathymic (closed symbols)
origin and (b) as a ffinction of the CFSE content for thymie (open columns) and
extrathymic (closed columns) T ceils. Three mice per group. (e) Production of
cytoldnes by thymie (shaded histograms) and extrathymic (solid lines) T ceils was
assessed by intracellular staining with IL-2- and IFN-y-specffic antibodies 24 and 72
h afier stimulation, respectively. Percentages represent the proportion of cytokine
producing thymie (upper numbers) and extrathymic (bold font lower numbers) T
ceils. This is one representative experiment out ofthree.
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Figure 3. LCMV GP33-specific CTL responses generated by thymus derived vs.
extrathymic T celis. Tetramer CD8 T celis in the spleen (a, c) and mesenteric LN (d)
of B6 mice (control T celis; open squares) and OM—*RAG1 chimeras (extrathymic
T celis; closed triangles) following intravenous injection of 200 pfu of LCMV ARM.
Three mice per group. (b) OM—+B6.SJL chimeras were created by transplantation of
LckOM fetal liver into adult-thymectomized-inadiated B6.SJL mice. On day 90 post
transplant these mice presented a mixed lymphoid chimerism. Kinetics of expansion
of extrathymic donor-derived T celis (Ly5.2; closed triangles) vs. residual (thymus
derived) host celis (Ly5.l; open triangles) following LCMV infection. Six mice were
tested on day 3, and three mice on the other days. Results are depicted as percentages
in panels a, b and absolute numbers in panels c, d.
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Figure 4. Clearance of LCMV-ARM by thymus-derived and extrathymic T ceils.
Virus titers in the spleen, lung and mesenteric LNs of B6 mice (open squares),
OM—RAG1’ chimeras (closed triangles) and RAGF’ mice (circles) following
LCMV-ARM infection. Viral titers are expressed per organ in the spleen and lung.
Since the LNs cellularity was significantly greater in the chimeras relative to the B6
mice, LNs viral titer are depicted per 106 cells rather than per organ for chimeras and
B6 mice. Because LNs were profoundly hypocellular in RAG1 mice, viral titers are
expressed for the entire organ. There were three mice per group.
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Figure 5. Apoptosis of CD8 T ceils and depletion of CD4CD8 T celis following
LCMV-ARM infection. (a) Proportion of Annexin V elements among GP33
tetrarner (+) and tetramef (-) CD8 T ceils in B6 mice (closed bars) and OM—*RAGF
‘ chimeras (open bars). (b) Absolute numbers of CD4CD8 T ceils in the thymus of
B6 mice (open circles) and the mesenteric LNs of OM—RAG1 chimeras (closed
diamonds) following LCMV infection. Three to four mice per group.
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Figure 6.: In vivo CTL cytotoxicity against GP33-41 coated celis in B6 mice and
OM—>RAG 1 chimeras afier immunization with DCs. Mice were immunized with 1-
2 X 106 splenic DCs coated with GP33-41 peptide on days O and 14. GP33-41-
specific cytotoxicity in vivo was assessed on day 21. Spienic celis pulsed with 1OE6 M
GP33-41 peptide or flot were labeled with a high (250 nM) and low (25 nM)
concentration of CFSE, respectively. A 1:1 mixture of these target celi populations
was injected intravenously into naïve and immunized mice. After 4 h, the mice were
ldlled and the spleen and mesenteric lymph node were analyzed for the presence of
and CFSEIOW target ceil population and the tetramer CD8 T ceils. a, Data
show a representative histogram plot of spleen cells from naïve and immunized mice
4 h afier transfer of CFSE labeled target celis. b, Percentage of specific lysis in spleen
and mesenteric LN of inimunized B6 mice and chimeras. The mean numbers of
GP33-specific CD8 cells are shown above each bar. There were three mice per group.
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Figure 7. Antibody responses to VSV-IND in OM chimeras versus control mice.
VSV neutralizing antibody titers were assessed in the blood of B6 mice (open
squares) and OM—*RAG1 chimeras (closed triangles) following intravenous
infection with 2 X 106 pfii of VSV Indiana. The data show the values obtained for
three mice per point except for days 12 to 20 because two out of three chimeras died
on day 10 afier infection with VSV (*).
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DISCUSSION
L La prolifération in vitro
Nos travaux montrent, dans un premier temps, que, lorsque stimulés in vitro,
les lymphocytes T CD4 et CD8 d’origine thymique ou extrathymique présentent une
différence au niveau de leur expansion. En effet, les CD4 prolifèrent moins et moins
rapidement que les CD$, et cette différence se reflète au niveau de l’accumulation
cellulaire finale. Cette particularité est en corrélation avec diverses autres
expériences menées in vivo lors d’infections avec le virus de la chorioméningite
lymphocytaire (LCMV) 103 ou avec des souches recombinantes de Listeria
monocytogenes 104, l’expansion des CD4 est restardée, plus faible et plus lente que
celle des CD$. Cette différence entre les cellules T CD4 et CD$ est aussi retrouvée
au niveau de leur prolifération homéostatique 105 Ces données indiquent qu’en plus
d’avoir des fonctions effectrices distinctes, les lymphocytes T CD4 et CD$
répondent différemment à une activation. Ceci suggère que la cascade d’activation
intracellulaire menant à la prolifération des cellules et les gènes activés lors d’une
stimulation présentent des différences entre les lymphocytes T CD4 et les
lymphocytes T CD$. Ces particularités sont d’autant plus remarquables qu’elles se
retrouvent aussi chez les cellules T de la souris LckOM (extrathymique), où la
sélection positive du répertoire T diffère de celle observée chez une souris normale
(intrathymique) . Ceci laisse supposer que l’endroit du développement T et les
mécanismes de celui-ci n’interfèrent pas avec les événements intracellulaire
d’activation des CD4 et des CD8.
Dans un deuxième temps, nos travaux montrent que la prolifération des
lymphocytes T extrathymiques produits sous l’influence de l’OM est plus rapide que
celle des cellules T thymiques, lorsque la stimulation est apportée via le TCR leur
capacité proliférative est plus élevée et leur temps de division plus court que ceux des
cellules T thymiques. Cette différence peut s’expliquer par le phénotype activé des
lymphocytes T LckOM similaire à celui de cellules T mémoires 14 En effet, outre au
niveau de leur phénotype, les lymphocytes T mémoires et les lymphocytes T naïfs
présentent des différences fonctionnelles. Tout d’abord, alors que les cellules T
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naïves ont besoin d’être stimulées pendant environ 20h pour être commises à
proliférer, le seuil d’activation des cellules T mémoires est plus faible. Ceci est dû au
fait que la machinerie de signalisation permettant l’entrée en division est couplée de
façon plus efficace chez les lymphocytes T mémoires 106 dans ces dernières, la
kinase lck nécessaire à la transduction du signal d’activation, est associée à la fois au
co-récepteur CD8 et au TCR; chez les lymphocytes T naïfs, cette protéine est plutôt
distribuée dans le cytoplasme et peu couplée aux éléments d’activation
La costimulation apportée par l’anti-CD28 permet aux cellules T thymiques
de proliférer plus rapidement, alors qu’elle n’a que peu d’effet sur l’expansion des
cellules T extrathymiques, particulièrement pour les T CD$. La costimulation via le
CD28 diminue le seuil d’activation des lymphocytes T naïfs. En effet, l’engagement
du CD2$ mène à la redistribution et au recrutement des microdomaines de la
membrane riches en kinases intracellulaires et membranaires au site d’engagement du
TCR, augmentant ainsi la concentration locale de kinases et d’adapteurs nécessaires à
la transduction du signal d’activation. Ce processus mène à une phosphorylation plus
forte et plus stable des tyrosines de plusieurs substrats et à une plus forte
consommation de la kinase lck 107;108 En plus de diminuer le seuil du signal
d’activation des lymphocytes T naïfs, la costimulation par le CD28 permet d’obtenir
une expression prolongée de l’expression du récepteur à l’IL-2, amenant les cellules à
être plus réceptives à l’effet de cette cytoldne 109 et augmente à la fois le nombre de
cellules T qui participent à la réponse proliférative et leur capacité proliférative jo.
Par contre, si les lymphocytes T naïfs ont besoin de costimulation pour une
prolifération maximale, les lymphocytes T mémoires sont, pour leur part moins
dépendants de ce signal. En effet, puisque la machinerie de signalisation est déjà
couplée de façon efficace chez les cellules T mémoires, l’apport de la costimulation
sera minime. Par conséquent, la différence observée entre les cellules T d’origine
thymique et les cellules T LckOM en ce qui concerne l’effet du CD28 appuie
l’hypothèse que les lymphocytes T d’origine extrathymique aient, en plus de leur
phénotype, des fonctions de cellules T mémoires. En contre-partie, étant donné que
les lymphocytes T extrathymiques semblent réagir de la même manière que des
cellules T mémoires, il est probable que la majeure partie des réarrangements
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intracellulaires menant à l’activation cellulaire soit déjà en place dans ces cellules,
leur permettant d’être activées plus rapidement sans nécessiter de costimulation.
Le pourcentage de cellules productrices de cytokines est plus élevé chez les
lymphocytes T LckOM que chez leur contre-partie d’origine thymique. Ceci est
particulièrement vrai pour les CD$ et la production d’IFN-y. Les CD8 mémoires
expriment de façon constitutive l’ARNm de nombreuses molécules effectrices, dont
l’IL-2, l’IfN-y, le fasL et la perforine 28 Par conséquent, ils sont capables d’engager
leurs fonctions effectrices plus rapidement que des lymphocytes T naïfs, et donc de
produire toute une panoplie de cytokines nécessaires à la résolution de la réponse
immunitaire. Or les lymphocytes T extrathymiques montrent, tant au niveau de leur
phénotype qu’au niveau de leur capacité proliférative, des caractéristiques les
rapprochant de cellules ayant déjà subit une activation, ce qui explique une plus forte
production de cytoldnes, dont l’IfN-y, molécule clé des réponses immunitaires
cellulaires.
L’expansion rapide et intense des lymphocytes T LckOM est limitée par un
taux d’apoptose plus élevé que celui observé chez les cellules T d’origine thymique.
Ce haut niveau de mort cellulaire est indépendant du nombre de divisions effectué,
suggérant que les lymphocytes T extrathymiques sont plus susceptibles à l’apoptose,
même au repos, que leur contre-partie thymique. Les lymphocytes T
activés/mémoires, après une longue stimulation, sont plus prédisposés à subir l’AICD
que les cellules T naïves 106 De plus, des études récentes ont montré que l’IL-2 induit
la mort des cellules mémoires en division, limitant ainsi leur expansion 33hb0• De plus,
cette même cytokine limite la prolifération continue des cellules T via la diminution
de l’expression de la chaîne y de son récepteur, ce qui entraîne la réduction des
niveaux de Bd-2 et rend les cellules susceptibles à l’apoptose Or, le pourcentage
de cellules extrathymiques produisant de l’IL-2 est élevé, suggérant une forte
sécrétion de cette cytokine dans le milieu de culture. Par conséquent, les lymphocytes
T extrathymiques, ayant des caractéristiques de cellules mémoires, seraient plus
susceptibles d’entrer en apoptose par l’effet de l’IL-2 que les cellules T naïves
d’origine thymique. Récemment, il a aussi été montré que l’IFN-y a un rôle dans la
régulation de l’AICD des CD4 112 En effet, cette cytoldne limite l’expansion
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cellulaire des lymphocytes T en réduisant leur survie par le contrôle de l’expression
de la caspase 8, induisant ainsi leur apoptose 112 Or les lymphocytes T
extrathymiques expriment fortement l’IFN-y, ce qui pourrait expliquer le taux élevé
d’apoptose observé pour ces cellules. Il est aussi à noter que lors d’une expansion
homéostatique suite à une greffe de moelle osseuse, les lymphocytes T montrant un
phénotype activé sont prédisposés à subir l’apoptose. Cette susceptibilité accrue est
accompagnée d’une expression diminuée de Bd-2 pour des niveaux normaux de Bax.
Ceci entraîne donc un débalancement du ratio Bcl-2IBax et l’activation de la cascade
apoptotique cellulaire 113 De plus, lors d’une infection virale, les lymphocytes T
mémoires non-spécifiques seront éliminés par les lymphocytes T spécifiques activés
par un mécanisme dépendant de l’expression du récepteur à l’IfN-y sur les premières
et de fasL sur les dernières 114;115 Dans ce contexte, il se pourrait que les
lymphocytes T extrathymiques activés in vitro entraînent l’apoptose des cellules
avoisinantes par un mécanisme similaire, hypothèse corroborée par le taux d’apoptose
observé dans la population CD8 non-spécifique chez les chimères LckOM lors d’une
infection avec le LCMV 1
Toutes ces données sur l’activation in vitro des lymphocytes T
extrathymiques produits sous l’influence de l’OM suggèrent que ces derniers ont, en
plus de leur phénotype, les caractéristiques de cellules T ayant déjà été activées. Cela
leur donne un avantage sur les lymphocytes T naïfs d’origine thymique: en présence
d’un pathogène, ils devraient proliférer plus rapidement et engager d’une manière
plus efficace leurs fonctions effectrices. Par contre, le haut niveau d’apoptose dont ils
sont sujets laissent présager un épuisement plus précoce que pour les lymphocytes T
thymiques.
II. L’immunisation in vivo
Après une immunisation intraveineuse avec des cellules dendritiques chargées
de peptide, ces dernières migrent préférentiellement dans les zones T de la rate où
elles présentent le peptide aux cellules T. Une telle immunisation permet d’obtenir
une bonne réponse des lymphocytes T et de générer une réponse immunitaire
mémoire protectrice, au moins contre LCMV et Listeria monocytogenes b021 17 Par
conséquent, l’immunisation avec des cellules dendritiques chargées avec du peptide
représente un bon moyen de savoir si une souris est capable de générer une réponse
immunitaire in vivo, sans les effets néfastes rencontrés lors d’une infection avec un
pathogène.
Après l’immunisation de chimères LckOM avec des cellules dendritiques
chargées avec le peptide GP33-41, les CD$ transgéniques présentent une faible
cytotoxicité dans la rate et les ganglions mésentériques comparés aux contrôles et une
faible expansion dans la rate. Par contre, le nombre de lymphocytes T spécifiques
générés dans les ganglions mésentériques est similaire chez les deux types de souris.
Ceci suggère que les cellules T extrathymiques exhibent à la fois un défaut quantitatif
au niveau de leur prolifération mais aussi un défaut qualitatif pour ce qui est de leurs
fonctions cytolytiques.
Une explication possible, en tenant compte des caractéristiques des cellules T
LckOM in vitro, est que les lymphocytes T extrathymiques prolifèrent très
rapidement suite à la stimulation par les cellules dendritiques. Mais à cause de leur
haut taux d’apoptose, la majorité des cellules ayant été activées va mourir par AICD.
Ceci laisse une population de lymphocytes T spécifiques trop faible en nombre et
épuisée pour montrer une activité cytotoxique significative.
Cette hypothèse est corroborée par les études d’infection avec le LCMV de
chimères LckOM. En effet, l’expansion des CD8 observée chez ces souris après
infection est de lom plus rapide que celle des CD8 thymiques mais limitée par un taux
d’apoptose des lymphocytes T spécifiques drastique. Ceci a pour conséquence
l’élimination apparente transitoire du virus suivie d’une réapparition au jour 30 dans
les organes lymphoïdes I 16
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Une situation similaire a déjà été observée dans différentes expériences. Alors
qu’une infection à faible dose permet le contrôle du virus dans une souris normale,
une forte dose de LCMV entraîne une forte prolifération des CD8 spécifiques précoce
mais une perte de contrôle du virus. Ceci est accompagné par un déclin presque total
des CTL spécifiques 11$ De plus, une diminution dans le nombre de précurseurs CTL
résulte en une perte du contrôle du virus menant à sa persistance I 19 Enfin, le
transfert de CD8 spécifiques pour le LCMV dans une souris infectée dans la période
néonatale (persistance virale) entraîne une diminution du titre viral suivie par une
recrudescence du virus en parallèle avec un épuisement des CIL transférés 120
CONCLUSIONS
Les lymphocytes T extrathymiques produits sous l’influence de l’OM
montrent un phénotype et des fonctions associées à des lymphocytes T ayant été
préalablement activés. Ils prolifèrent beaucoup plus rapidement et intensément que
les cellules T d’origine thymique, ont des fonctions effectrices plus fortes. Par contre,
leur taux d’apoptose élevé limite énormément ces qualités en induisant un épuisement
cellulaire précoce, ce qui a pour principale conséquence de diminuer l’efficacité de
leur réponse immunitaire contre un pathogène.
Pourtant, ces lymphocytes ne sont pas dénués d’intérêt. En effet, un des points
forts de ces cellules est la production importante d’IFN-y après stimulation. L’IfN-y
est, pour sa part, un régulateur de croissance cellulaire et exerce une activité
immunomodulatoire: produits par les NK, les CD4 Thi et les CTL, celle cytoldne
régule l’immunité innée et acquise, et augmente l’expression du CMH de classe I et
de classe ii Par conséquent, l’IFN-y représente une molécule importante dans la
régulation de la réponse immunitaire et les lymphocytes T LckOM, en produisant
celle cytokine tôt dans la réponse contre un agent infectieux, pourraient moduler les
fonctions effectrices d’autres lymphocytes T afin d’éliminer plus efficacement le
pathogène.
Si les lymphocytes T extrathymiques sont incapables d’éliminer le LCMV de
l’hôte, ils sont tout de même aptes à diminuer les titres viraux en dessous des limites
de détection au début de l’infection. Ceci est probablement dû au fait que l’IfN-y
jouent un rôle important dans la phase précoce de l’infection en inhibant la réplication
virale illimitée 121;122 Donc la capacité des cellules T LckOM à répondre rapidement
à un antigène étranger et à produire de l’IFN-y les place du côté des régulateurs de
l’immunité.
Les lymphocytes T LckOM seraient en fait plus proches des cellules T
extrathymiques retrouvées dans des souris normales que des lymphocytes T
conventionnels. En effet, les deux types de population exhibent un phénotype activé
14;$2
et, suite à une stimulation, vont proliférer rapidement mais décliner tout aussi vite
82;84 De plus, ces deux populations montrent une tendance plus forte à l’apoptose in
$2
vitro et in vivo 81;85 Or, les lymphocytes T extrathymiques de souris normales
présentent la capacité d’agir efficacement contre la malaria et de générer une réponse
mémoire protectrice 8284 Donc les lymphocytes T LckOM pourraient, contre des
pathogènes autres que le LCMV, répondre efficacement et en permettre l’élimination.
Les lymphocytes T LckOM présentent aussi des similarités avec les
lymphocytes T restreints par le CMH-Ib. En effet, ces deux populations sont
sélectionnées efficacement sur des cellules hématopoïétiques 7199 et présentent un
phénotype activé 14;71 De plus, après stimulation avec de l’anti-CD3, ces deux types
de lymphocytes produisent rapidement de l’IfN-y 71, et dans le contexte d’une
infection, leur pic d’expansion apparaît plus tôt que celui de lymphocytes T naïfs
conventionnels 72;116 Ces deux populations pourraient donc avoir des fonctions
similaires au niveau de la réponse immunitaire: elles pourraient avoir une
contribution majeure à l’établissement de la réponse innée par la sécrétion rapide de
cytokines, permettant ainsi aux lymphocytes T conventionnels d’être adéquatement
activés sans épuisement précoce.
Tous les résultats présentés ici montrent à quel point le micro-environnement
dans lequel la maturation des lymphocytes T a lieu, est important pour générer un
répertoire de lymphocytes capables de répondre efficacement contre des virus et de
les éliminer. Enfin, tout ceci montre à quel point l’environnement infrathymique, tant
par les cellules qui le composent que par les molécules qui y sont présentes, est
essentiel à la différenciation de lymphocytes T matures capables d’offrir une réponse
anti-virale adéquate. Bien que de nombreux aspects des lymphocytes T LckOM soient
encore à étudier, le point majeur qui ressort de cette étude sur la fonction de ces
cellules est que le thymus, centre principal de la lymphopoïèse T, n’a pas trouvé de
remplaçant.
PERSPECTIVES FUTURES
De nombreux aspects chez la souris LckOM restent encore à élucider, tant au
niveau fonctionnel que du développement. En effet, il serait tout d’abord interessant
de connaître les mécanismes intracelluaires et génétiques qui régulent la prolifération
et l’apoptose des lymphocytes T LckOM versus des lymphocytes T thymiques afin de
mieux comprendre les différences entre ces deux populations. De plus, il serait
passionnant d’étudier la réponse contre différents pathogènes des cellules T LckOM
en présence d’un répertoire T conventionnel, en transférant des lymphocytes T
extrathymiques dans des souris B6 non-thymectomisées et non-irradiées. Ceci
permettrait d’étudier en même temps l’effet des cellules T LckOM sur une réponse
immunitaire normale.
Dans les expériences réalisées in vivo avec le VSV (vesicular stomatitis virus),
les souris LckOM montrent l’incapacité à produire des IgG 116 Ceci suggère une
déficience en CD4. En effet, ce virus induit une réponse IgM précoce indépendante
des Th, mais qui est suivie par une réponse IgG neutralisante dépendante des CD4 123
Par conséquent, il serait crucial de comprendre les mécanismes entourant la
défectuosité des lymphocytes T CD4 LckOM: est-ce à cause de leur différenciation?
d’un défaut au niveau de l’interaction T-B? ou bien d’un mécanisme intrinsèque
présents chez ces cellules?
Une réponse partielle peut déjà être avancée, bien que ce ne soit qu’une
hypothèse: différentes études montrent que les lymphocytes T CD4 sont plus
dépendants d’une fonction thymique normale que les CD8 79;124;125 Par conséquent,
les mécanismes de la sélection des CD4 dans les ganglions LckOM seraient une
bonne cible pour comprendre le défaut des CD4 LckOM.
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